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1. Einleitung




Einleitung

Interleukin (IL)-1p ist ein proinflammatorisches Zytokin, das mafBigeblich an der Regulation von
Entziindungsreaktionen sowie der Modulation der Immunantwort beteiligt ist und einen wesentlichen
Anteil am angeborenen Immunsystems einnimmt (1). Obwohl es antibakterielle und antivirale
Wirkungen fordert, wird es auch mit Schmerzen und autoinflammatorischen Erkrankungen in
Verbindung gebracht, die durch wiederkehrende Fieberschilbbe mit lokalen und systemischen
Entziindungen gekennzeichnet sind (2-6). Eine fehlerhafte Regulation der Synthese- und
Freisetzungsprozesse von IL-1p kann zur Entstehung von IL-1-vermittelten Krankheiten fiihren, zu
denen unter anderem rheumatoide Arthritis, neuropathische Schmerzen, entziindliche
Darmerkrankungen, Typ-2 Diabetes, GefaBerkrankungen, multiple Sklerose und die Alzheimer-
Krankheit gehoren (5,7). Deshalb ist es wichtig, den Generierungsprozess von IL-1f genauer zu

erforschen, um neue Ansétze fiir die Therapie zu erhalten.

1.1  Interleukin-1B

IL-1P gehort zur Familie der IL-1 Zytokine, die insgesamt 11 verschiedene Zytokine umfasst (5). Es wird
von Immunzellen wie Makrophagen, Monozyten und Dendritischen Zellen, aber auch von Phagozyten,
Fibroblasten und Endothelzellen ausgeschiittet (7). Dabei wird es zunidchst als
Interleukin-1p-Vorlduferprotein (Pro-IL-1B) produziert, das dann inaktiv im Zytosol vorliegt (6,8).
Durch proteolytische Spaltung an der Asparaginsiure-Stelle (zwischen D116 und D117) wird die
31 kDa-Form (Pro-IL-1p) in eine reife biologisch aktive 17 kDa-Form (IL-1f) umgewandelt, und kann
dann aus der Zelle freigesetzt werden (Kapitel 1.1.1) (9,10). IL-1p wirkt als endogenes Pyrogen und ist
um ein Vielfaches potenter als andere Pyrogene wie Tumornekrosefaktor (TNF) (11).

Nach seiner Freisetzung bindet aktives IL-1p an den IL-1-Rezeptor Typ 1 (IL1R1), der daraufhin mit
dem IL-1-Rezeptor-akzessorischen Protein (IL-1RAcP) dimerisiert. Dadurch wird die MyD88-
vermittelte intrazelluldre Signaliibertragung induziert, was zur Aktivierung der Transkriptionsfaktoren
NF-kB (nuclear factor 'kappa-light-chain-enhancer' of activated B-cells) oder AP-1 (activator protein-
1) fiihrt und damit die Produktion anderer proinflammatorischer Mediatoren wie TNF, IL-6 und IL-8
veranlasst (12). Durch IL-1B kommt es zur Aktivierung von Immunzellen wie T-Zellen, B-Zellen,
Natiirlichen Killerzellen, Dendritischen Zellen und Makrophagen, zur Induktion von Fieber und der
Senkung der Schmerzschwelle (1,2,7,13). Dariiber hinaus kann IL-1p die GefaBpermeabilitit erhohen
und die Expression von Adhisionsmolekiilen auf Endothelzellen induzieren, die das Eindringen von
Immunzellen in infiziertes oder beschiadigtes Gewebe erleichtern (2).

Neben dem IL-1RI, kann IL-1$ auch am IL-1-Rezeptor Typ 2 (IL1R2) binden. Allerdings fiihrt eine
Bindung am IL1R2 nicht zur Signaltransduktion, wodurch der IL-1RII die Wirkung von IL-1p begrenzt

und auch als sogenannter ,,Lockvogel-Rezeptor™ bezeichnet wird (12).
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111 Generierung von Interleukin-1f liber das NLRP3-Inflammasom

Die Generierung von IL-1f erfolgt durch Spaltung von Pro-IL-1p in seine aktive Form IL-1p durch die
Protease Caspase-1 (14). Die Caspase-1 liegt in der Zelle als inaktive Vorstufe vor, die als Pro-Caspase-1
bezeichnet wird. Die Aktivierung der Caspase-1 erfolgt iiber die Rekrutierung zu
Multiproteinkomplexen, sogenannte kanonische Inflammasome. Sie bestehen aus der inaktiven
Pro-Caspase-1, die gegebenenfalls {iber ein Adapterprotein mit einem zytosolischen
Mustererkennungsrezeptor (pathogen recognition receptor, PRR) verbunden sind. Es gibt verschiedene
Inflammasome, die sich in der PRR-Domine unterscheiden und dadurch unterschiedliche
gefdhrdungsassoziierte molekulare Muster (danger-associated molecular patterns, DAMPs) und
pathogenassoziierte molekulare Muster (pathogen-associated molecular patterns, PAMPs) erkennen.
Kanonische Inflammasome konnen aus PRRs, aus der Nukleotid-bindenden Leucin-reichen
Wiederholungsdomine (nucleotide-binding oligomerization domain leucine-rich repeats, NLR)-Familie
wie NLRP (nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor family pyrin domain-containing
protein)1, NLRP3 und NLRC4 (NLR family CARD domain containing 4), AIM2 (absent in melanoma
2) und Pyrin bestehen (15-17). Eine Aktivierung der Inflammasome {iiber ihre PRRs fiihrt zu deren
Zusammenbau und Oligomerisierung, was die autoproteolytische Spaltung der Caspase-1 induziert und
so die Spaltung von Pro-IL-1p moglich macht.

Das am besten charakterisierte Inflammasom ist das NLRP3-Inflammasom. Es kommt vor allem in
Zellen des angeborenen Immunsystems wie Makrophagen, Monozyten und Dendritische Zellen vor (18)
und besteht aus NLRP3, dem Adapterprotein ASC (apoptosis-associated speck-like protein containing a
CARD) und der Pro-Caspase-1 (19). Das NLRP3-Protein dient als Sensor, um PAMPs zu erkennen und
besteht aus drei Regionen: der Pyrin-Doméne (PYD), der NACHT-Doméne und der leucinreichen
Wiederholungsdomine (leucine-rich repeat, LRR) (Abbildung 1.1). Die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms erfolgt in Makrophagen in einem zweistufigen Prozess (18). Der erste Schritt
erfolgt durch ein Initialisierungssignal, das sogenannte Priming, auf das ein Aktivierungssignal folgt,

welches zur Bildung von NLRP3-Inflammasom-Bestandteilen fiihrt (Abbildung 1.2).
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Abbildung 1.1: Aufbau einer NLRP3-Inflammasom Untereinheit. Das NLRP3-Inflammasom ist ein
Komplex, der aus NLRP3, ASC und Pro-Caspase-1 besteht. NLRP3 besteht aus drei Regionen: der Pyrin-
Domine (PYD), der NACHT-Doméne und der leucinreichen Wiederholungsdomidne (LRR). NLRP3
rekrutiert ASCs durch PYD-PYD-Wechselwirkungen. Pro-caspase-1 wiederum wird von ASC iiber CARD-
CARD-Wechselwirkungen rekrutiert, um das NLRP3-ASC-Procaspase-1-Inflammasom zu bilden.
Abbildung modifiziert nach (10).

1111 Priming

In humanen Makrophagen kann das Priming durch mehrere Stimuli ausgelost werden. Dazu zéhlen
PAMPs wie Lipopolysaccharide (LPS), synthetische Toll-like-Rezeptor (TLR)-Agonisten Pam,CSK4
und Pam3CSK4 oder proinflammatorische Zytokine wie TNF aber auch IL-1p selbst, die jeweils an ihre
korrespondierenden Rezeptoren binden (14,20,21). Die Aktivierung der Rezeptoren initiiert
intrazelluldre Signalkaskaden, die zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-«xB fiihren. NF-xB
steigert in einem weiteren Schritt die Expression von Pro-IL-1f, das in ruhenden Makrophagen nicht
konstitutiv exprimiert wird, und NLRP3, das unter Ruhebedingungen nur in geringen Konzentrationen
vorhanden ist (21). Die Expression von ASC, Pro-Caspase-1 und anderen Substraten, einschlieBlich
Pro-IL-18, ist konstitutiv und wird durch das Priming in kultivierten Makrophagen nicht beeinflusst
(15,21). AuBerdem fiihrt das Priming tiber TLRs zu posttranslatonalen Modifikationen (PTM) wie
Phosphorylierung und Deubiquitinierung am NLRP3, die dessen Aktivierung und den Zusammenbau des
Inflammasoms ermdglichen (22-24). Kiirzere TLR-Stimulation (< 1 Stunde) 16st die PTM des NLRP3-
Proteins aus, eine lingere TLR-Stimulation (>3 Stunden) fiihrt zur NF-kB-vermittelten Transkription
von neuen NLRP3-Molekiilen (15). Wéhrend in humanen Makrophagen das Priming fiir die Aktivierung

des NLRP3-Inflammasoms erforderlich ist, ist es in humanen Monozyten entbehrlich (25-27).

1.1.1.2 NLRP3-Inflammasom-Aktivierung

Der zweite Schritt der Inflammasom-Aktivierung ist die Oligomerisierung von NLRP3 und der
anschlieende Zusammenschluss von NLRP3, ASC und Pro-Caspase-1 zu einem Komplex (18). Der
PRR NLRP3 kann durch ein breites Spektrum an Stimuli aktiviert werden, die sich strukturell und
chemisch unterscheiden (28). Die genauen Mechanismen, mit denen NLRP3 auf diese Vielzahl von

Stimuli antwortet sind jedoch nur unzureichend bekannt. Es wird angenommen, dass NLRP3 nicht direkt
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an die Molekiile bindet, sondern nachgeschaltete zelluldre Signale erkennt. Einerseits wurde
nachgewiesen, dass zu diesen Signalen mitochondriale Dysfunktion und die Produktion reaktiver
Sauerstoffspezies (reactive oxidative species, ROS) (29), lysosomale Schaden und lonenfluss (14) zéhlen
(Abbildung 1.4). Andererseits zeigt eine andere Studie, dass der K™-Efflux das alleinige Signalereignis
ist, welches verschiedene Stimuli verbindet und zur NLRP3-Inflammasom-Aktivierung fiihrt (30). Der
K"-Efflux kann beispielsweise durch Partikel wie Harnséurekristalle erreicht werden. Harnséurekristalle
werden iiber Phago- oder Endozytose intrazellulér aufgenommen und lysosomal prozessiert. Dadurch
konnen sie zu lysosomalen Schéden fiihren, sodass Cathepsine freigesetzt werden, die direkt oder indirekt
tiber die Induktion eines K'-Efflux zur NLRP3-Inflammasom-Aktivierung fiihren (14,31). AuBerdem
filhren porenbildende Toxine wie Nigericin und DAMPs wie Adenosintriphosphat (ATP), das an den
purinergen P2X7-Rezeptor bindet, zu einem NLRP3-Inflammasom-aktivierenden K'-Efflux (30,32).

NLRP3 liegt aufgrund einer internen Interaktion zwischen der NOD- und der LRR-Doménen in einer
geschlossenen Konformation vor (33). Die NLRP3-Aktivierung leitet den Aufbau des Inflammasoms
ein, indem es zu einer Konformationsinderung des NLRP3-Proteins kommt (33). Durch die
Konformationsianderung von NLRP3 wird die LRR-Domine freigelegt, sodass NEK7 (NIMA-related
Kinase 7), eine Serin-Threonin-Kinase, bindet, die die Oligomerisierung des NLRP3-Inflammasoms
ermoglicht (34,35). AuBerdem rekrutiert NLRP3 iiber PYD-PYD Wechselwirkungen das Adapterprotein
ASC, welches dann iiber CARD-CARD (caspase activation and recruitment domain)
Wechselwirkungen die Pro-Caspase-1 rekrutiert (Abbildung 1.1) (36). Die genaue Lokalisation, an der
der Aufbau des NLRP3-Inflammasoms erfolgt, ist umstritten. Obwohl das endoplasmatische Retikulum,
die Mitochondrien (37,38) und der Golgi-Apparat in Verbindung mit dem Inflammasom-Aufbau
gebracht wurden (15,39,40), deuten aktuelle Forschungsergebnisse darauf hin, dass das
NLRP3-Inflammasom am  Zentrosom  (microtubule-organizing  center, ~ MTOC), dem
Hauptorganisationszentrum fiir Mikrotubuli in Sdugetierzellen, zusammengebaut wird (41,42). Die
Oligomerisierung des NLRP3-Inflammasoms ist ein entscheidender Schritt fiir die autoproteolytische
Aktivierung der Caspase-1, die dann Pro-IL-1B, Pro-IL-18 und Gasdermin D (GSDMD) spaltet.
Hierdurch entstehen GSDMD-Poren an der Zelloberflache, durch die die Freisetzung von IL-15 und IL-
18 ermdglicht und schlieBlich die Pyroptose, ein entziindungsbedingter programmierter Zelltod, induziert

wird (Kapitel1.1.1.3) (19,36).
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Abbildung 1.2: NLRP3-Inflammasom-Aktivierung. Eine Aktivierung von TNF-Rezeptoren,

IL-1-Rezeptoren oder TLRs fiihrt zur NF-xB-abhéngigen Transkription von NLRP3 und Pro-IL-18. NLRP3

erfahrt auBBerdem posttranslationale Modifikation (PTM), die seine anschlieBende Aktivierung ermdglichen.
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Dieser Schritt wird als Priming bezeichnet. Das 2. Signal, die eigentliche Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms, kann durch verschiedene Stimuli erreicht werden. Der Sensor NLRP3 erfihrt durch
die Aktivierung eine Konformationsédnderung und es kommt zur Zusammenlagerung und Oligomerisierung
mit NEK7, dem Adapterprotein ASC und der Pro-Caspase-1, die sich zum NLRP3-Inflammasom
zusammenlagern. Die Oligomerisierung des NLRP3-Inflammasoms fithrt zur autoproteolytischen
Aktivierung der Caspase-1, die IL-1p und IL- 18 aus seiner Vorlauferform generiert und zur Spaltung von
GSDMD fiihrt. Die freigesetzte aktive N-terminale Domdne GSDMD-NT bildet GSDMD-Poren in der
Plasmamembran, durch die sowohl IL-1f und IL-18 sezerniert werden als auch ein unspezifischer lonenfluss
stattfinden kann. Die Poren werden entweder repariert oder es erfolgt eine Akkumulation der GSDMD-Poren,
die schliellich den inflammatorischen Zelltod induzieren, der auch als Pyroptose bezeichnet wird. Dadurch
kommt es zur Plasmaruptur, wodurch intrazelluldre Alarmine wie LDH, HMGB1 und ATP freigesetzt

werden. Abbildung modifiziert nach (14).

1.1.1.3  Aktivierung und Funktion der Caspase-1

Die Caspase-1 ist eine Cystein-Protease und gehort zur Klasse der selbstaktivierenden Entziindungs-
Caspasen, die den Aufbau von Mulitproteinkomplexen erfordern (10,43). Die Caspase-1 ist ein
Zymogen, das aus drei Hauptdoménen besteht: die CARD-Doméne und zwei katalytischen Doménen,
der p20 und der p10 Untereinheit. Die CARD-Doméne wird von einem CARD-Doménenlinker (CDL)
von der p20 Untereinheit getrennt, die iiber einen Interdomanenlinker (IDL) von der p10 Untereinheit
getrennt wird (Abbildung 1.3 A) (44). Die Prodoméne CARD ermoglicht die Rekrutierung der
Pro-Caspase-1 zum NLRP3-Inflammasom {iiber CARD-CARD Wechselwirkungen mit dem
Adapterprotein ASC. Diese Wechselwirkungen sind von entscheidender Bedeutung, da sie die
Dimerisierung der Pro-Caspase-1 induzieren, die zur Aktivierung der Caspase-1 durch Autoproteolyse
fithren (10,45). Wéhrend auf der groen p20 Untereinheit die katalytisch aktive Stelle (Cysteinrest285,
C285) lokalisiert ist, bildet die p10 Untereinheit die Dimerschnittstelle (10). Da sich die Caspase-1 an
mehreren Stellen innerhalb der beiden Linker-Doménen selbst prozessieren kann (Abbildung 1.3 A) (46),
entstehen eine Vielzahl von dimeren Caspase-1-Spezies (10,44). Bislang konnten mehrere strukturelle
Zusammensetzungen fiir die aktive Caspase-1 nachgewiesen werden (Abbildung 1.3 B). So wird
angenommen, dass die aktive Form der Caspase-1 ein Heterotetramer (p20,p10;) aus zwei
symmetrischen p20pl0-Heterodimeren ist, die durch hydrophobe Wechselwirkungen und
Wasserstoffbriickenbindungen verbunden sind (47—49). Andere Studien haben p33p10-Dimere als aktive
Formen des Enzyms identifiziert (44). Eine Spaltung der IDL ist fiir alle angenommenen aktiven Formen
erforderlich.

Da bei Inflammasom-Aktivierung die aktive Caspase-1 zusammen mit reifem IL-1p sezerniert wird,
werden in Zellstimulationsstudien Zellkulturiiberstinde auf die Spaltfragmente pl10 und/oder p20

untersucht, die in vitro als Marker fiir die Aktivierung des Inflammasoms dienen (10,45).
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Abbildung 1.3: Struktur der Pro-Caspase-1 und der aktiven Caspase-1. (A) Struktur der humanen
Pro-Caspase-1, die aus einer CARD-Domine, einer p20 Untereinheit mit der katalytisch aktiven Doméne
Cystein285 und der pl0 Untereinheit besteht. Die autoproteolytische Spaltung kann an drei
Asparaginsdureresten (D119, D297, D316) erfolgen. (CDL = CARD-Doménenlinker,
IDL = Interdoménenlinker). (B) Mogliche Konformitdten der aktiven Caspase-1: p202p102-Heterotetramer

aus zwei symmetrischen Heterodimeren oder p33p10-Dimer. Abbildung modifiziert nach (10).

1.1.1.4 Caspase-1-abhangige Gasdermin D Porenbildung fiihrt zur Freisetzung von

reifem IL-1B8 und Pyroptose

Neben der Spaltung von Pro-IL-1B in IL-1B, wird iiber die aktive Caspase-1 auch die GSDMD
Porenbildung ausgeldst, die zur Freisetzung von weiteren DAMPs und zu Pyroptose fithren kann (9,50).
GSDMD ist ein zytosolisches Protein, das aus zwei unterschiedlichen Doménen besteht. Die C-terminale
Domine (GSDMD-CT) wird durch einen Linker von der aktiven N-terminalen Doméne (GSDMD-NT)
getrennt und iibt eine autoinhibierende Funktion auf GSDMD-NT aus. Im Ruhezustand ist die Expression
von GSDMD gering. Wihrend des Primings wird die GSDMD-Expression iiber den Transkriptionsfaktor
Interferon-regulierender Faktor (IRF) reguliert (51). Die Freisetzung des aktiven GSDMD-NT-
Fragments erfordert eine proteolytische Spaltung innerhalb des Linkers. Die Spaltung kann entweder
durch die aktive Caspase-1 erfolgen oder durch Caspasen-11/4/5, welche infolge der nicht-kanonischen-
Inflammasomenaktivierung aktiv werden (Kapitel 1.1.2) (50,52,53). Freigesetztes GSDMD-NT bindet

an Phospholipide in der Plasmamembran, was zu seiner Oligomerisierung und zur Ausbildung von
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Membranporen fiihrt (54). Die GSDMD-Poren ermdglichen die Sekretion von reifem IL-1p und IL-18,
sowie den Durchtritt von Ionen (z. B. Na"-Influx, K'-Efflux) (55-57). Eine Anhdufung von GSDMD-
Poren an der Plasmamembran fiihrt schlieBlich zur Pyroptose (56). Pyroptotische Zellen weisen
charakteristische morphologische Verédnderungen auf, wie beispielsweise eine Zellschwellung, die
schlieflich zur Plasmamembranruptur mit anschlieBendem Zelltod fithrt. Durch die
Plasmamembranruptur werden grofle zytosolische Molekiile wie Laktatdehydrogenase (LDH) und
DAMPs wie HMGBI1 (high mobility group box-1 protein) oder ATP in den extrazelluliren Raum
freigesetzt (56). Die Freisetzung von ATP kann ebenfalls wie der K'-Efflux aus der GSDMD-Pore die
NLRP3-Inflammasom-Aktivierung ermoglichen oder verstérken. Hierdurch wird die Immunreaktion
weiter verstarkt.

Obwohl die Bildung von GSDMD-Poren im Allgemeinen zur Pyroptose fiihren, sind manche Zelltypen
wie Makrophagen in der Lage, bioaktives IL-1P freizusetzen und dabei gleichzeitig lebensfihig zu
bleiben (58,59). Durch Membran-Reparaturmechanismen konnen diese Zellen die Anhdufung von

GSDMD-Poren verhindern, wodurch die Pyroptose verhindert oder verzogert wird (58).

1.1.2 Generierung von IL-1B durch nicht-kanonische-Inflammasome

Die Generierung von IL-1B kann auch iiber die Aktivierung von nicht-kanonischen-Inflammasomen
erfolgen. Nicht-kanonische Inflammasome sind solche, die zur Aktivierung der Caspase-11 bei Méusen
oder Caspase-4/5 beim Menschen fiihren (52,60). Beim Aufbau von nicht-kanonischen-Inflammasomen
fungiert die Caspase-11/4/5 dabei selbst als Sensor und Effektor. Extrazellulires LPS kann wie bereits
erwéhnt iiber den TLR das kanonische Inflammasom aktivieren. Intrazelluldres LPS hingegen kann iiber
die Lyse gramnegativer Bakterien oder die =zellulire Aufnahme von bakteriellen &dulleren
Membranvesikeln (outer membrane vesicles, OMVs) Zugang zum Zytosol erhalten (16,61-63). Es
interagiert so mit der CARD-Doméne der Caspase-11/4/5, die dann eine Oligomerisierung durchliuft,
was zur autokatalytischen Aktivierung der jeweiligen Caspase-Untereinheit fithrt (50,64). Im Gegensatz
zur Caspase-1, spaltet die aktivierte Caspase-11/4/5 die proinflammatorischen Zytokine Pro-IL-1p und
Pro-IL-18 nicht direkt in ihre reifen Formen (65). Sie spaltet GSDMD (Kapitel 1.1.1.4), was letztlich
einen K'-Efflux und Pyroptose mit der Freisetzung von ATP auslost. Extrazelluldres ATP aktiviert den
P2X7-Rezeptor (Kapitel 1.2.1), was ebenfalls einen K™-Efflux auslost. Der K™-Efflux initiiert die
Aktivierung des kanonischen NLRP3-Inflammasoms, wodurch es schlieBlich zur Caspase-1-abhingigen
Bildung von IL-1B und IL-18 kommt (Abbildung 1.4).

Die basale Expression der Caspase-4/5 beim Menschen und Caspase-11 bei der Maus unterscheiden sich
je nach Zelltyp und kann durch ein Pre-priming mit verschiedenen TLR-Agonisten und Interferonen

(IFN-o. und IFN-y) hochreguliert werden (14,52,66,67).
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Abbildung 1.4: Bildung von IL-1§ iiber nicht-kanonische Inflammasom-Aktivierung. Die Erkennung von
intrazelluldrem LPS durch Caspase-11/4/5 fiihrt zur Oligomerisierung der jeweiligen Caspase, die zur
autoproteolytischen Aktivierung ihrer Untereinheit fiihrt. Die aktive Caspase spalten GSDMD. Die Bildung
von GSDMD-Poren an der Plasmamembran 16st Pyroptose und die Freisetzung von ATP und K" aus, die die
Bildung des NLRP3-Inflammasoms induzieren und zur Caspase-1-vermittelten IL-1B-Freisetzung fiihren.

Abbildung modifiziert nach (14).

1.2 Purinerge P2X- und P2Y-Rezeptoren

ATP ist einer der am besten untersuchten DAMPs (66,68). Extrazellulires ATP aktiviert die purinergen
P2X- und P2Y-Rezeptoren an der Zelloberfliche (69). P2X-Rezeptoren sind membrangebundene,
ligandengesteuerte lonenkanile, die in Wirbeltieren ubiquitdr exprimiert werden und neben
Entziindungsprozessen auch an der Herzkreislaufregulation, Alzheimer und der Schmerzentstehung
beteiligt sind (69). Es sind sieben Gene fiir verschiedene Isoformen bekannt (P2X1-P2X7), die jeweils
aus zwei Transmembrandoméinen, sowie einer groflen extrazelluldren Schleife zusammengesetzt sind.
Diese Isoformen sind in der Lage, in der Zellmembran sowohl homomere als auch heteromere Kanéle zu

bilden (70,71). Nach Bindung eines Liganden wie beispielsweise ATP an der extrazelluldren Schleife
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(72), kommt es zu einer Konformationsiinderung und damit zur Offnung der inneren Pore, die permeabel
fiir Kationen wird. Kalium kann geméf des Konzentrationsgradienten aus der Zelle ausstromen, wahrend
es zu einem Natrium- und Calciumeinstrom in die Zelle kommt (73-75).

ATP aktiviert auch P2Y-Rezeptoren. P2Y-Rezeptoren sind metabotrope Rezeptoren, die zu den G-
Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) gehoren und je nach Subtyp durch Adenin- oder Uridin-
Nukleotide aktiviert werden (73). Bislang wurden acht Subtypen der P2Y-Subfamilie identifiziert (P2Y1,
P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y 11, P2Y12, P2Y13 und P2Y14), die in zwei Untergruppen unterteilt werden.
P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6, P2Y 11-Rezeptoren sind G4 gekoppelt, wahrend P2Y 12, P2Y 13 und P2Y 14-
Rezeptoren G; gekoppelt sind (76). Eine Aktivierung der Gg-gekoppelten Rezeptoren erhoht die
intrazellulare Calciumkonzentration. Dies geschieht iiber die Aktivierung der Phospholipase C, die zu
einer Erh6hung der Inositol-1,4,5-trisphosphat-(IP3)-Konzentration fiihrt, was die Mobilisierung von
Calcium aus den intrazelluldren Speichern bedingt (76,77). Generell spielen purinerge P2-Rezeptoren

eine wichtige Rolle bei der Behandlung von entziindlichen Erkrankungen (78).

1.21 P2X7-Rezeptor

Der am meisten an Entziindungen beteiligte purinerge P2-Rezeptor ist der P2X7-Rezeptor, der vermehrt
auf Immunzellen wie Makrophagen exprimiert wird (70,71). Durch seine niedrige Affinitét zu ATP ist
er in gesundem Gewebe inaktiv. Hohe ATP-Konzentrationen an Entziindungsherden oder Tumoren
konnen jedoch zu einer Aktivierung des Rezeptors fithren (70,79,80). Die Aktivierung des
P2X7-Rezeptors durch ATP oder den stirkeren Agonisten 2,3-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP)
(80,81) fiihrt iiber den nachgeschalteten K™-Efflux zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms, welches
die Freisetzung von IL-1p vermittelt (70).

Neben dem Kationentransport fithrt die Aktivierung des P2X7-Rezeptors auflerdem zur
Membranpermeabilitét fiir grole kationische Molekiile mit einer Masse bis 900 kDa (82). Es wird
vermutet, dass eine anhaltende P2X7-Rezeptorstimulation zur Ausbildung von unselektiven
Membranporen fiihrt, welche flir die Durchldssigkeit der Plasmamembran gegeniiber kationische
synthetische Molekiile wie dem Farbstoff YO-PRO-1 verantwortlich sind (82—86). Allerdings ist es
umstritten, ob der P2X7-Rezeptor moglicherweise auch selbst eine farbstoffdurchlissige Pore bildet (87).

1.3 Adenosintetraphosphat

Adenosintetraphosphat (Ap4) ist ein endogenes Nukleotid. Es besteht aus einem Adenosin, welches iiber
sein 5’-Ende der Ribose mit einer linearen Kette von vier Phosphatgruppen verbunden ist (Abbildung
1.5). Dies verleiht Ap4 eine strukturelle Ahnlichkeit zu ATP. Der Unterschied liegt in der Anwesenheit

einer zusétzlichen Phosphatgruppe.
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Ap4 ATP

Abbildung 1.5: Struktur von Ap4 und ATP.

Ap4 wurde erstmals in der quergestreiften Muskulatur von Séugetieren identifiziert (88—90) und wurde
seitdem auch in der Leber (91), in chromaffinen Zellen der Nebenniere (92-94), im Kammerwasser des
Auges (95), in Thrombozyten (93), im Myokard (96) und in humanem Plasma nachgewiesen (97). Dabei
waren die Konzentrationen im Plasma doppelt so hoch wie die von ATP.

Die endogene Biosynthese von Ap4 ist noch nicht vollstindig geklért. /n vitro Studien deuten darauf hin,
dass die Akkumulation von Ap4 hauptsichlich enzymatisch erfolgt. Es werden Mechanismen
beschrieben, die den Transfer von Phosphatresten von einem Phosphatdonor auf ATP katalysieren. So
kann die Phosphatiibertragung von Adenosindiphosphat (ADP) auf ATP iiber die Adenylatkinase des
Skelettmuskels (98), von 1,3-Bis-Phosphoglycerat iiber die Phosphoglyceratkinase von Hefen (90) oder
von einem Enzym-Phosphat-Zwischenprodukt iiber die mutierte Succinyl-Coenzym-A-Synthetase von
Escherichia coli (99) erfolgen. Auch in der Chromaffingranula findet die Ap4-Synthese iiber einen
Transphosphorylierungsprozess auf ATP statt (94). Die Enzyme Nicotinamid-Phosphoribosyltransferase
(NAMPT) und Nicotinat-Phosphoribosyltransferase (NAPT), die normalerweise an der NAD-
Biosynthese beteiligt sind, katalysieren iiber ihre fakultative ATPase-Aktivitit die reversible Synthese
von Ap4 aus ATP ebenfalls {iber einen Phosphattransfer (100). Da eine Korrelation zwischen den
intrazelluldren und extrazelluldren Expressionsspiegeln von NAMPT und Ap4 in murinen Zellen und
Plasma festgestellt wurde, deutet dies darauf hin, dass NAMPT die Ap4-Homoostase in verschiedenen
Sdugetiergeweben regulieren kann. Die zweite Gruppe von Enzymen katalysiert die Ap4-Synthese {iber
die Ubertragung eines Adenylatrests oder Nukleotidrests auf Triphosphate, wie beispielsweise die Acyl-
CoA-Synthetase von Pseudomonas fragi (101), die Acetyl-CoA-Synthetase von Hefen (102), die Amino-
acyl-tRNA-Synthetase (103), Glithwiirmchenluciferase (104) und die T4 DNA-Ligase (105). Im
extrazelluliren Raum kann die Ap4-Konzentration durch den Abbau der Dinukleotide
Diadenosinpentaphosphat (Ap5A) und Diadenosinhexaphosphat (Ap6A) erhoht werden (106).
Phosphodiesterasen und Diadenosinpolyphosphathydrolasen wurden als solche Ekto-Nukleotidasen im
extrazelluldren Raum von Nerven-, Endothel- und chromaffinen Zellen nachgewiesen (94,106—108). Als

nicht enzymatischer Prozess wird aulerdem Dismutation beschrieben (109).
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Der Abbau von Ap4 zu ATP erfolgt spezifisch durch eine Nukleosid-5’Tetraphosphat-Hydrolase (110),
durch Exophosphatasen mit geringer Substratspezifitit (110), sowie durch NAMPT oder NAPT (100).
Apyrasen entfernen die Phosphate nacheinander, wobei AMP als finales Produkt entsteht (106). Dennoch
ist Ap4 wesentlich stabiler gegeniiber ektoenzymatischer Hydrolyse als ATP (93,107). Die Hydrolyse
von Ap4 betrégt nach einer zweiminiitigen Inkubation nur 2 %, wéhrend die von ATP in derselben Zeit
75 % betragt (93).

Die vollen physiologischen Funktionen von Ap4 sind noch nicht bekannt. Jedoch wird vermutet, dass
Ap4 bei entsprechendem Stimulus aus den Thrombozyten oder der Chromaffingranula in den
Blutkreislauf freigesetzt wird und die Thrombin-vermittelte Thrombozytenaggregation hemmt (93) bzw.
den Blutdruck reguliert, indem es sowohl metabotrope (P2Y) als auch ionotrope (P2X) Purin-Rezeptoren
aktiviert (93). So kann Ap4 die Koronardurchblutung steuern, indem es iiber Bindung an endotheliale
P2Y1-Rezeptoren der Koronararterien zur Vasodilatation und iiber P2X-Rezeptoren auf den glatten
Gefdfimuskelzellen des Herzens zur Vasokonstriktion fiihrt (96). Durch Aktivierung von P2X-
Rezeptoren bewirkt Ap4 verschiedene Effekte. Im Vas deferens (111), der glatten GefaBmuskulatur
(95,96) und der Mesenterialarterie (112) fiihrt Ap4 zur Vasokonstriktion. Gleichzeitig senkt es den
Augeninnendruck (95). Im synaptischen Spalt des =zentralen Nervensystem fithrt Ap4 zu
Signaliibertragung, indem es P2X1 oder P2X3 Rezeptoren stimuliert (93). Dariiber hinaus wurde Ap4
als Agonist des P2X4 Rezeptors identifiziert (113).

Es ist bereits bekannt, dass Ap4 in der Niere als potenter, vom Endothel-stammender Vasokonstriktor
wirkt, indem es P2X1-Rezeptoren stimuliert (97). Da Ap4 langsam abgebaut wird, begiinstigt dies neben
der hohen Affinitit von Ap4 zu P2X-Rezeptoren eine starke und langanhaltende vasokonstriktive
Wirkung, die stirker ist als die ATP-vermittelte Vasokonstriktion.

Wie bereits erwihnt, aktiviert Ap4 verschiedene P2-Rezeptoren, wie P2Y1, P2X1 und P2X4
(97,113,114). Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeiten von Ap4 mit ATP ist es mdglich, dass Ap4 auch
an andere Purinrezeptoren wie P2X7-Rezeptoren binden konnte. Uber dessen Aktivierung konnte es zur
Freisetzung von NLRP3-abhéngigem IL-1p fiihren (115). Das NLRP3-Inflammasom wird mit
persistierenden, niedriggradigen, sterilen Entziindungen in Verbindung gebracht (116,117), die im Laufe
des natiirlichen Alterns auftreten und als ,Inflammaging” bezeichnet werden (118,119). Diese
Entzlindungsreaktionen tragen zur Entwicklung und zum Fortschreiten von Niereninsuffizienz bei (120).
AuBerdem konnen IL-1B-bedingte Entziindungsreaktionen Arteriosklerose fordern, die eine
Schliisselrolle in der Pathophysiologie von Herz-Kreislauferkrankungen spielen (118,121-123).
Arteriosklerose und chronische Entziindung der Geféd3wénde sind bei chronischen Nierenerkrankungen
héufig und gehen mit einer erhohten Morbiditét und Mortalitét einher (124-130). Da P2X7-Rezeptoren
unter physiologischen Bedingungen in der Niere exprimiert werden und unter pathophysiologischen
Bedingungen, etwa bei chronischer Niereninsuffizienz oder entziindlichen Nierenerkrankungen,

hochreguliert werden (131-135), kdnnte eine P2X7-Rezeptoraktivierung durch Ap4 eine Rolle bei der
13
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Pathophysiologie von GefdBerkrankungen spielen und zur Forderung von chronischen

Nierenerkrankungen beitragen.

1.4 Histondeacetylasen

Histondeacetylasen (HDACSs) und Histonacetyltransferasen (HATs) halten das Gleichgewicht zwischen
den Acetylierungsniveaus von zytoplasmatischen und kernstindigen Proteinen aufrecht, was fiir die
Homoostase der Zelle unerlésslich ist (136). Indem es Acetylgruppen von Histonen und Nicht-
Histonproteinen entfernt, regulieren HDACs die Transkription zahlreicher Proteine und Prozesse (137).
Bislang wurden 18 humane HDAC-Isoformen identifiziert, die aufgrund ihrer Sequenzidentitit und
katalytischen Aktivitét in vier Klassen unterteilt werden. Bei den Klassen I (HDACI, 2, 3 und 8), 11
(Klasse Ila: HDACA4, 5, 7, 9, Klasse IIb: HDAC6, 10) und IV (HDACI11) handelt es sich um Zn**-
abhéngige Histonacetylasen. Die Aktivitit der Enzyme der Klasse III (Sirtuine 1-7) dagegen sind vom
Cofaktor Nicotinamid-Adenin-Dinucleotid (NAD") abhéngig. HDACs der Klasse 1 werden ubiquitér
exprimiert und sind aufgrund des Vorhandenseins eines Kernlokalisierungssignals (nuclear localization
signal, NLS) hauptsichlich im Zellkern lokalisiert. Die Isoenzyme der Klasse II werden echer
gewebsspezifisch exprimiert und besitzen sowohl ein Kernlokalisierungssignal (NLS) als auch ein
Kernexportsignal (nuclear export signal, NES) — auler HDAC9 (nur NLS) und HDAC10 (nur NES) —

die ein Pendeln zwischen Zellkern und Zytoplasma ermdglichen (138—141).

1.4.1 HDAC6

Histon-Deacetylase 6 (HDACH6) ist ein Isoenzym, das zur HDAC-Klasse 1Ib gehort und sich von den
anderen HDAC-Isoformen unterscheidet. Es ist das einzige Isoenzym der HDAC-Familie, das zwei
katalytische Domidnen (CD1 und CD2) besitzt (138). Neben den beiden katalytischen Doménen fiir die
zinkabhéngige Deacetylierung, enthdlt HDAC6 eine carboxyterminale Ubiquitin-bindende
Zinkfingerdoméne (ZnF-UBP) (142—-144) und eine zytoplasmatische Verankerungsdoméne (SE14), die
HDACS6 neben des Kernexportsignals eine Lokalisation auflerhalb des Zellkerns ermoglicht (143,145)
und ausschlaggebend fiir die Interaktion mit zytosolischen Substraten ist. Der Aufbau von HDACS6 ist in

Abbildung 1.6 dargestellt.
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Abbildung 1.6: Aufbau von HDAC6. HDAC6 besitzt zwei zinkabhidngige katalytische Domédnen (CDI,
CD?2), eine zytoplasmatische Verankerungsdomine (SE14) und eine Ubiquitin-bindende Zinkfingerdoméne
(ZnF-UB). HDACG6 enthilt auBerdem ein Kernlokalisierungssignal (NLS) und ein Kernexportsignal (NES).
Die Abbildung ist modifiziert nach (138).

HDACS6 triagt zur mikrotubuli- und aktinabhéingigen Zellmotilitdt bei, indem es o-Tubulin (145,146)
bzw. Cortacin (147,148) deacetyliert. AuBerdem entfernt HDAC6 Acylgruppen von anderen
zytosolischen Proteinen, darunter Hitzeschockprotein Hsp90 (149,150), Peroxiredoxin (151),
Hitzeschock-Transkriptionsfaktor-1 (HSF1) (152) und Ku70 (153).

Neben seiner entscheidenden katalytischen Funktionen, die iiber die katalytische Doméne (CD2) von
HDACS6 vermittelt werden (154), spielt HDAC6 aufgrund seiner ZnF-UBP eine zentrale Rolle bei der
Beseitigung fehlgefalteter Proteine (155,156). Ubiquitinierte Protein-Aggregate, die zu grof fiir einen
Abbau durch das Proteasom sind, binden an die ZnF-UBP von HDAC6 und werden mittels Dynein
retrograd zum MTOC transportiert. Dort bilden sie Aggresome, die durch Autophagie degradiert werden
konnen (144,155,157-159). AuBerdem steht HDAC6 im Zusammenhang mit mehreren Krankheiten wie
Krebs (160-162), Autoimmunerkrankungen (163), Depression (164) und Entziindung (165), deshalb ist
die Entwicklung von selektiven HDAC6-Inhibitoren von besonderem Interesse (138,166,167).

Die Wirksamkeit von nicht-selektiven HDAC-Inhibitoren in der Krebstherapie wurde vielfach
nachgewiesen (166,168—170). SAHA (auch bekannt unter Vorinostat, Zolinza®) war der erste klinisch
erfolgreiche pan-HDAC-Inhibitor, der 2006 von der Food and Drug Administration (FDA) fiir die
Behandlung des kutanen T-Zell-Lymphoms (CTCL) zugelassen wurde (171). SAHA hemmt neben
HDACS®6 unter anderem auch HDACI, 2 und 3 (172,173).

In der wissenschaftlichen Forschung kommt héufig Tubastatin A als experimenteller, selektiver HDAC6-
Inhibitor zum Einsatz (174-176). Allerdings befinden sich derzeit auch mehrere HDAC6-Inhibitoren
(darunter KA2507, ACY-241 und ACY-1215) zur Behandlung menschlicher Erkrankungen wie Krebs,
diabetischer Neuropathie und rheumatoider Arthritis in klinischen Testungen (138-142).

1.4.2 Die Rolle von HDACG6 bei Entziindungsprozessen

Die Beteiligung von HDACG6 an entziindlichen Reaktionen ist noch nicht im Detail erforscht. Man geht
davon aus, dass HDAC6 die Aktivitit des NLRP3-Inflammasoms reguliert (177), daher ist HDAC6 ein

15



Einleitung

potenzielles therapeutisches Ziel fiir NLRP3-bedingte Krankheiten. Der zugrunde liegende molekulare
Mechanismus ist allerdings noch nicht vollstindig geklart.

In Mauszellen und THP-1 Zellen ist HDAC6 fiir den Aufbau und die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms entscheidend (42,178). Da die NLRP3-Inflammasom-Komponenten fiir eine
NLRP3-Aktivierung ubiquitiniert vorliegen miissen (179—-182), kann HDAC6 — mithilfe seiner ZnF-
UBP-Doméne und Dynein — den Transport von ubiquitiniertem NLRP3 vom Trans-Golgi-Netzwerk
(TGN) entlang des Mikrotubuli-Apparats zum MTOC steuern. Dort erfolgt die Zusammenlagerung mit
der im Zentrosom lokalisierten Kinase NEK7, dem Adapter ASC und der Caspase-1, die fiir die
anschliefende Prozessierung von Pro-IL-1p in IL-1P erforderlich ist (42) (Abbildung 1.7).

Die Bedeutung der katalytischen Doméne von HDACG6 bei der Regulation der NLRP3-Aktivitdt ist
umstritten (42,175,183). Zur vollstdndigen Untersuchung der Rolle von HDAC6 in NLRP3-vermittelten
Entziindungsprozessen ist die Verwendung traditioneller HDAC6-Inhibitoren mdglicherweise nicht
geeignet, da aktuelle selektive HDAC6-Inhibitoren nur auf die katalytische Doméne (CD2) des Enzyms
abzielen (154,184). Um auch die ZnF-UBP-Doméne zu hemmen, ist ein gezielter Abbau von HDAC6
von Vorteil (184). Der Einsatz der PROTAC-Technologie kdnnte mithilfe des Ubiquitin-Proteasom-
Systems den gezielten Abbau von HDAC6 erreichen, wodurch es zur Hemmung des

NLRP3-Inflammasoms kommt.
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Abbildung 1.7: Rolle von HDAC6 in Entziindungsprozessen. HDACG6 fungiert als Dynein-Adapter und
ermdglicht den retrograden Transport von NLRP3 zum MTOC, wo die Zusammenlagerung mit NEK7 erfolgt.
Es kommt zur Oligomerisierung des NLRP3-Inflammasom-Komplexes. Das aktivierte NLRP3-Inflammasom

setzt aktive Caspase-1 frei, die die Prozessierung von Pro-IL-1B/IL-18 einleitet.

1.5 PROTACs

Proteolysis  targeting chimeras (PROTACs) sind bifunktionelle Molekiile, die sich als
vielversprechender Ansatz fiir den gezielten Proteinabbau erwiesen haben (185,186). Im Gegensatz zu
herkémmlichen Inhibitoren, die an ein Protein binden und dessen Funktion hemmen, wirken PROTACS,
indem sie sich das zelleigene Ubiquitin-Proteasom-System fiir den Proteinabbau zu Nutze machen und
damit ein Zielprotein selektiv aus der Zelle entfernen. Die PROTAC-Strategie kann daher besonders bei
Targets niitzlich sein, die sich mit herkdmmlichen niedermolekularen Arzneimitteln nur schwer
modulieren lassen und er6ffnet somit neue Wege zur Regulation krankheitsverursachender Proteine und
damit neue therapeutische Ansétze.

Ein PROTAC besteht aus zwei aktiven Protein-bindenden Doménen, die durch einen Linker miteinander
verkniipft sind (185,187-189). Ein Ligand erméglicht die Bindung an eine E3-Ligase wie beispielsweise
an die E3-Ligase Cereblon. Der andere Ligand bindet an das Zielprotein (protein of interest, POI), das
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abgebaut werden soll. Sobald das PROTAC an das Zielprotein bindet, bringt es die E3-Ligase in
unmittelbare Nihe. Es kommt zur Bildung eines terndren Komplexes, aus E3-Ligase, PROTAC und POI,
der die Polyubiquitinierung des Zielproteins einleitet und damit ein entscheidender Schritt beim
proteasomalen Abbau des Zielproteins durch PROTACs ist. E3-Ligasen sind Enzyme, die die
Ubertragung von Ubiquitinmolekiilen von einem E2-Ubiquitin-konjugierenden Enzym auf das
Zielprotein erleichtern. Das E2-Enzym bindet zunéchst gleichzeitig an die E3-Ligase und das Zielprotein.
Dadurch kann die E3-Ligase Ubiquitin vom E2-Enzym auf einen Lysinrest des Zielproteins libertragen.
Nachfolgende Ubiquitin-Molekiile werden dann an das erste Ubiquitin-Molekiil angehidngt, um eine
Polyubiquitin-Kette zu bilden. Durch Polyubiquitinierung wird das Zielprotein fiir den Abbau durch die
Proteasom-Maschinerie der Zelle markiert und es kommt zur zielgerichteten Degradierung des
Zielproteins durch das Proteasom (185,188). Der Mechanismus ist in Abbildung 1.8 dargestellt.

Nach Markierung des Zielproteins 16st sich das chimdre PROTAC mit einem Arm wieder ab und fiihrt
die E3 Ubiquitin Ligase zum néchsten baugleichen Protein, um dieses fiir den Abbau zu markieren (185).
Durch die Wiederverwertung des PROTACs ist eine geringere Dosis notig (190), weshalb die
Zytotoxizitdt gering bleibt. Der Einsatz der PROTAC-Strategie in der Therapie gegen Krankheiten bietet
weitere Vorteile. Da PROTAC: selektiv auf bestimmte krankheitsverursachende Proteine abzielen und
nicht auf genetischer oder transkriptioneller Ebene wirken, vermitteln sie potenziell eine Wirkung mit
weniger Off-Target-Effekten und Nebenwirkungen gegeniiber herkommlichen niedermolekularen
Arzneistoffen.

Der Abbau des Zielproteins erfolgt unabhingig von dessen enzymatischer Aktivitdt oder
Expressionsniveaus, weshalb PROTACs moglicherweise die Entwicklung von Arzneimittelresistenzen
verhindern kénnen (190,191). AuBerdem handelt es sich bei PROTACS in der Regel um kleine Molekiile,
die im Gegensatz zu monoklonalen Antikdrpern oder Gentherapien oral verabreicht werden konnen, so
dass eine seltenere und erleichterte Applikation ermdglicht wird (188). Die Wirkdauer ist abhéngig

davon, wie schnell die Zelle das degradierte Protein wieder neue herstellen kann.
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Abbildung 1.8: PROTAC-Mechanismus. Nach Bildung des terndren Komplexes — bestehend aus dem
Zielprotein (POI), PROTAC und E3-Ligase — katalysiert die E3-Ligase die Polyubiquitinierung des POI,
welches schlieBlich proteasomal abgebaut wird. Abbildung modifiziert nach (190).

In den letzten Jahren wurden viele PROTACSs entwickelt, die auf verschiedene Proteine abzielen und
sich bereits in der klinischen Priifung zur Behandlung von Krebs und Autoimmunerkrankungen befinden
(191-195). Das PROTAC ARV-110 (ein Androgenrezeptor-Degradierer) hat bereits Phase II und
ARV-471 (ein Ostrogenrezeptor-Degradierer) sogar Phase III Studien erreicht. Beide zeigen
vielversprechende Daten in Bezug auf Vertriglichkeit, Sicherheit und Wirksamkeit (196—198).
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1.5.1 PROTAC-vermittelter HDAC6-Abbau

Da die ZnF-UBP-Doméne von HDAC6 maligeblich an der Regulation des NLRP3-Inflammasoms
beteiligt ist, niedermolekulare HDAC6-Inhibitoren allerdings nur auf die katalytische Doméne (CD2) des
Enzyms abzielen (154,184), werden HDAC6-PROTAC:s eingesetzt, um HDAC6 gezielt zu eliminieren.
Nachdem 2018 der erste HDAC6-Degradierer entwickelt wurde (199), gibt es mittlerweile verschiedene
HDAC6-PROTACS, die sich in den Liganden fiir die Bindung von HDAC6 und der E3-Ligase
unterscheiden (178,200-203).

Das HDAC6-PROTAC LS-91 besteht aus SAHA und Thalidomid, die durch einen Linker miteinander
verkniipft sind. SAHA bindet an HDACG6, wihrend Thalidomid an die E3-Ligase Cereblon bindet, was
zur Ubiquitinierung und zum anschlieBenden Abbau von HDACG iiber das Proteasom fiihrt.

SLWI118 wird als Negativkontrolle eingesetzt. Es bindet iiber SAHA an HDAC6 und besitzt ein
methyliertes Thalidomid. Da der Glutarimidring von Thalidomid fiir die Bindung an die E3-Ligase
entscheidend ist (204), verhindert die Methylierung am Glutarimidring die Bindung von SLW118 an die
E3-Ligase (205,206) und damit die Ubiquitinierung und den Abbau von HDAC6. Sowohl LS-91 als auch
SLW118 wurden von Silas Wurnig aus dem Arbeitskreis von Prof. Dr. Finn Hansen synthetisiert. Die

Struktur von LS-91 und SLW118 ist in Abbildung 1.9 dargestellt.
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Abbildung 1.9: Struktur und Wirkung des HDAC6-PROTACSs LS-91 und der Kontrollsubstanz SLW118.
LS-91 und SLW118 sind bifunktionelle Molekiile, die mit einem Linker verkniipft sind. LS-91 und SLW118
enthalten beide den HDAC-Liganden SAHA (hellgriin). LS-91 besteht auBerdem aus Thalidomid
(dunkelgriin), das an die E3-Ligase bindet und dadurch die Degradierung von HDAC6 vermittelt. SLW118

SLW118 HDAC6

enthélt stattdessen methyliertes Thalidomid (SLW120, orange), das unféhig ist an die E3-Ligase zu binden,
weshalb der proteasomale Abbau verhindert wird. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (207)

mit Erlaubnis von Elsevier.
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1.6 Zielsetzung

Entziindungsreaktionen dienen als essenzielle Abwehrmechanismen des Immunsystems gegen

schédliche Reize oder Infektionen. Das proinflammatorische Zytokin IL-1p ist maBgeblich an der

Initiierung von Entziindungsreaktionen beteiligt. Die Freisetzung von IL-1p kann durch verschiedene

Signalwege gesteuert werden. Eine dysregulierte Entziindungsreaktion kann allerdings auch zu

chronischen Krankheiten filhren. So wird IL-1B in Zusammenhang mit rheumatoider Arthritis,

entziindlichen Darmerkrankungen, Typ-2-Diabetes, Gefdferkrankungen und Multiple Sklerose gebracht.

Dies macht deutlich, dass es von groer Bedeutung ist, die zugrundeliegenden Mechanismen der IL-1p-

Freisetzung besser zu erforschen.

In dieser Arbeit sollen die Signalwege charakterisiert werden, die zur Freisetzung von NLRP3-

abhéngiger und NLRP3-unabhéngiger IL-1B in Makrophagen fiihren. Dazu wird die IL-1p-Freisetzung

am Beispiel von (i) P2X7 (Rezeptor), (ii) Ap4 (Ligand) und (iii) HDAC6 (regulierendes Protein)
untersucht.

(i) Es wird angenommen, dass die Stimulation des P2X7-Rezeptors die IL-1B-Freisetzung in
Makrophagen durch Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms auslost. Bis heute werden
Entziindungssignale hdufig an Makrophagen aus dem Knochenmark von Méusen untersucht (30);
humane Makrophagen werden jedoch selten betrachtet. Deswegen ist ein Ziel dieser Arbeit, den
zugrunde liegenden Mechanismus der P2X7-Rezeptor-vermittelten IL-1B-Freisetzung in humanen
Makrophagen zu untersuchen. Fiir die Untersuchungen sollen aus der humanen THP-1 Zelllinie
generierte THP-1 Makrophagen verwendet werden. Unter Verwendung immunologischer und
molekularbiologischer Verfahren soll dabei vor allem die Beteiligung des NLRP3-Inflammasom-
Signalwegs an der P2X7-vermittelten IL-1B-Freisetzung genauer analysiert werden.

(ii)) AuBerdem soll die immunmodulatorische Wirkung von Ap4 untersucht werden. Aufgrund
struktureller Ahnlichkeiten zwischen Ap4 und ATP ist es denkbar, dass der aus dem Endothel
stammende Vasokonstriktor Ap4 neben der Bindung an P2X1-Rezeptoren (97) ebenfalls iiber den
P2X7-Rezeptor wirken kann und so die IL-1B-Freisetzung induziert wird. Dies konnte zu
schddlichen Entziindungsreaktionen fithren, die Gefdlerkrankungen und chronische
Niereninsuffizienz begiinstigen. Daher soll herausgefunden werden, ob die Wirkung von Ap4 mit
der Wirkung von ATP vergleichbar ist. Insbesondere soll die Beteiligung von P2X-Rezeptoren
und des NLRP3-Inflammasoms an der immunmodulierenden Wirkung von Ap4 liberpriift werden.
Um gezielt den Einfluss von Ap4 auf den P2X7-Rezeptor zu untersuchen, sollen transfizierte
HEK293 Zellen fiir die Untersuchungen herangezogen werden. Aullerdem soll getestet werden,
ob die zuvor identifizierten Vorginge und Mechanismen sich allein auf THP-1 Makrophagen
beziehen oder auch auf andere Zelllinien wie U937 Makrophagen iibertragbar sind. Diese

Erkenntnis ist ein wichtiger Schritt fiir mogliche spatere Anwendungen im humanen Organismus.
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(iii)

Dafiir soll im Zuge dieser Arbeit die optimalen Differenzierungsmethoden fiir die U937 Zelllinie
etabliert werden. Diese Arbeit soll ein besseres Verstindnis der Auswirkungen von Ap4 auf
Monozyten und Makrophagen schaffen und damit einen Beitrag zur Entwicklung neuer
therapeutische Ansétze bei Entziindungen leisten.

Es wird davon ausgegangen, dass HDAC6 die Aktivitdt des NLRP3-Inflammasoms reguliert
(177). Daher ist HDAC6 ein potenzielles therapeutisches Ziel fiir NLRP3-bedingte Krankheiten.
Da der zugrunde liegende molekulare Mechanismus noch nicht vollstindig geklart ist, soll im
letzten Teil dieser Arbeit die Rolle von HDAC6 bei der Freisetzung von IL-1p {iber das
NLRP3-Inflammasom in humanen Makrophagen untersucht werden. Um zu analysieren, ob die
ZnF-UBP-Domédne oder die  katalytische @ Domédne von HDAC6 bei der
NLRP3-Inflammasom-vermittelten IL-1p-Freisetzung entscheidend ist, sollen PROTACs zum
gezielten Abbau von HDAC6, geeignete Kontroll-PROTACs, sowie HDAC6-Inhibitoren zum
Einsatz kommen. Bisher befinden sich bereits PROTACs zur Behandlung von Krebs oder
Autoimmunerkrankungen in der klinischen Priifung (191-195). Im Rahmen dieser Arbeit soll
untersucht werden, ob sich die PROTAC Strategic auch fiir den Einsatz von
NLRP3-Inflammasom-assoziierten Krankheiten eignen konnte, oder ob eine pharmakologische
Hemmung der katalytischen Domédne durch HDAC6-Inhibotoren maBgeblich die IL-1f

Freisetzung hemmt.

Insgesamt sollen die Ergebnisse dieser Arbeit dazu beitragen, das Verstindnis der intrazelluldren

Mechanismen der IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen grundlegend zu erweitern. Diese

Erkenntnisse konnten die Grundlage fiir neue therapeutische Ansitze bei autoinflammatorischen

Erkrankungen bilden, die mit IL-1p in Verbindung stehen. Dies trdgt zum besseren Verstdndnis und

potenziell zur Verbesserung der Behandlung dieser Erkrankungen bei.
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2.1 Material

211 Gerite

Tabelle 2.1: Verwendete Geriite

Geriit
Absaugpumpe
Absaugvorrichtungen

Analysenwaage

Autoklav
Brutschrank

Durchflusszytometer
Elektrophoresenetzteil
Gefrierkombination (4 °C/ -35 °C)
Gefrierschrank (-20 °C)

Gefrierschrank (-80 °C)
Geldokumentationssystem

Gelelektrophoresesystem

UV-Gerit

UV-Vis Spektralphotometer
Lichtmikroskop
Magnetriihrer
Mikroplattenleser

Mikroplattenleser mit Pipettierroboter
pH Meter

Pinzetten

Pipetten

Pipettierhilfe

Plattenwaschgerit

Plattformschiittler
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Modellbezeichnung

Vaccubrand

AG204

AG285

XS205 DualRange
Laboklav 135
Binder C150
HeraCell 240i
CytoFLEX

Power Pac HC
ML300c

Eppendorf

ChemiDoc MP Imager
Mini-PROTEAN Tetra Cell
Mini-Sub Cell GT Horizontal
Nano-Drop One

GENESYS 50 UV-Vis
Primo Vert

Variomag

Mitras® LB 943

Flex Station 3
EL-30

Eppendorf Research/ Research Plus
accu-jet pro
Wellwash

1000
Inkubator 1000

Titramax mit Hei-MIX

Hersteller

BRAND GmbH + CO KG
BRAND GmbH + CO KG
VWR International GmbH
Mettler-Toldeo GmbH
Mettler-Toldeo GmbH
Mettler-Toldeo GmbH

SHP Steriltechnik AG
Binder GmbH

Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter

BioRad Laboratories GmbH,
Electrolux Hausgerite GmbH
Liebherr-International
Deutschland GmbH
Eppendorf AG

BioRad Laboratories GmbH
BioRad Laboratories GmbH
BioRad Laboratories GmbH
Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Carl Zeiss Microscopy GmbH
VWR International GmbH
Berthold Technologies GmbH
& Co.

Molecular Devices

Phoenix Instrument GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG
Eppendorf AG

BRAND GmbH + CO KG
Thermo Fisher Scientific
Heidolph Instruments GmbH
& Co. KG
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Prizisionswaagen
qPCR-System

Reinstwasseranlage

Sterilwerkbank
Stickstofftank

Tischzentrifuge
Trockenschrank

Vortexer
Western Blot Transfersystem

Wasserbéader

Wippschiittler
Zellzahlgerat

Zellzahlkammer

Zentrifugen

2.1.2 Software

Tabelle 2.2: verwendete Software

Software
BioRender

CytExpert Software

Flow Jo 10.8.1

AK160

PB1502-S
qTOWER®G touch
LaboStar 2-DI/-UV

Milli-Q, Milipore Biocel A10
Hera Safe HS12/ HSP15
Arpege 70

XL-100

LS4800

Memmert UM500
Genie 2
MS1 Minishaker

Trans-Blot Turbo Transfersystem

Thermolab

TWI12

WT16

Luna fl

LUNA reusable slides
Neubauer

5415C

5417C

Allegra 25 R

Avanti J-20 XP
Megafuge 1.0R

Anbieter
BioRender

Beckmann Coulter

BD Bioscience

Mettler-Toldeo GmbH
Mettler-Toldeo GmbH
Analytik Jena AG, Jena
SG-Wasseraufbereitung und
Regenerierstation GmbH
Merck

Heraeus Holding GmbH
Air Liquid Medical GmbH
Taylor-Wharton

Labrepco

Starlab

Memmert GmbH + Co KG
Bender & Hobein AG

IKA Werke GmbH & Co. KG
BioRad Laboratories GmbH
GFL Gesellschatft fiir
Labortechnik mbH

Julabo GmbH

Biometra GmbH

Logos biosystems

Logos biosystems

Carl Zeiss Microscopy GmbH
Eppendorf AG,

Eppendorf AG

Beckmann Coulter
Beckman Coulter

Heraeus Holding GmbH

Anwendung
Visualisierung, Erstellung
von Abbildungen
Durchflusszytometrische
Datenauswertung
Durchflusszytometrische

Datenauswertung
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GraphPad Prism 9

Image Lab 6.1
Microsoft Excel

MikroWin Lite 2010

qPCRsoft 4.1

213

GraphPad Software

BioRad Laboratories
Microsoft Corpoartion
Labsis Laborsysteme GmbH

Analytik Jena AG

Plastik- und Glaswaren und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 2.3: Auflistung aller verwendeten Verbrauchsmaterialien

Reagenz/ Verbrauchsmaterial
Abdeckfolie fiir die gPCR
Corning 96-Well Platte, schwarz
Falthandtiicher (Zellstoff)

Flex Station Pipettenspitzen

Kosmetiktiicher

Kryorohrchen

Microcon 10kDa Centrifugal Filter
Nunc MaxiSorp 96-Well Platten
Parafilm

Pasteurpipetten

PCR-Platte, 96-Well, weil3
Pipettenspitzen TipOne

10/200/1000 pl

Pipettenspitzen TipOne mit Filter,
steril, pyrogenfrei, PCR-rein
10/20/200/1000 pl

PVDF Membran geringe Fluoreszenz
Immobilon-FL (0,45 pm)

PVDF Membran geringe Fluoreszenz
(0,2 pm)

Reaktionsgefal 15/50 ml
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Hersteller

BioRad Laboratories GmbH

VWR

Hildebrandt & Bartsch GmbH & Co.
KG

VWR

Hildebrandt & Bartsch GmbH & Co.
KG

SARSTEDT AG & Co. KG

Merck

Thermo Fisher Scientific

VWR International GmbH

BRAND GmbH + CO KG

Analytik Jena AG

STARLAB INTERNATIONAL
GmbH

STARLAB INTERNATIONAL
GmbH

Merck

Thermo Fisher Scientific

Greiner, BioOne GmbH

Visualisierung, Erstellen von
Diagrammen, Statistik,
Auswertung von Daten
Western Blot Analyse
Allgemeine Auswertung
Datenauswertung von
Messungen des Mitras®> LB
943

qPCR Datenauswertung von
Messungen mit dem

qTOWER3G touch

Artikelnummer
MSB1001
7341609
2054126

MLDV9000-0911
2054692

72.379

MRCPRTO010

44-2404-21

291-1213

7477 20

844-70038-0
S1110-3000-C/ S1111-1006-
C/S1111-6001-C
S1121-2710-C/ S1120-1710-
C/ S1120-8710-C/ S1126-
7710-C

IPFL00005

22860

10711212
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Reaktionsgefifie 1,5 ml
Reaktionsgefdafle PCR-rein, 1,5 ml
Reaktionsgefilie pyrogenfrei, 1,5 ml
Reaktionsgefdfie, 0,2 ml, 8er Streifen
(PCR-rein)

FACS Reagenzrohre 5 ml
Serologische Pipetten 5/10/25 ml

Spritze 5/10/20 ml, steril
Sterilfilter 0,2 um fiir DMSO
Sterilfilter 0,2 um fiir wéssrige
Losungen

Sterilindikatorband

V-Boden 96-Well Platte
Vernichtungsbeutel, grofl/klein
Zellkulturflasche 25/75/175 ecm?

Zellkulturplatte 6-/24-/96-Well

Zellschaber Groie S

214 Oligonukleotide

VWR International GmbH 211-2161

Eppendorf AG 0030123328

Eppendorf AG, 0030121589

VWR International GmbH 732-0546

SARSTEDT AG & Co. KG 551579

SARSTEDT AG & Co. KG 86.1253.001/ 86.1254.001/
86.1685.001

Carl Roth GmbH + Co. KG 0057.1/ 0058.1/ 0059.1

Carl Roth GmbH + Co. KG KC72.1

SARSTEDT AG & Co. KG 83.1826.102

Carl Roth GmbH + Co. KG XC20.1

SARSTEDT AG & Co. KG 82.1583

SARSTEDT AG & Co. KG 86.1200/ 86.1197

SARSTEDT AG & Co. KG 83.3910.002/ 83.3911.002/
83.3912.002

SARSTEDT AG & Co. KG 83.3920/
83.3922.005/
83.3924.005

TPP Techno Plastic Products AG 99002

Tabelle 2.4: verwendete Primersequenzen

Primer

GAPDH, vorwirts
GAPDH, riickwarts
IL1B, vorwiérts
IL1B, riickwirts
IL18, vorwiérts
IL18, riickwiérts
PRTN3, vorwirts
PRTN3, riickwirts
ELANE, vorwirts
ELANE, riickwirts
CTSG, vorwirts
CTSG, riickwiérts

Sequenz
5’-CTCTCTgCTCCTCCTgTTCgAC-3"
5-TGAGCGATGTGGCTCGGCT-3"
5-TGGAGCAACAAGTGGTGT-3’
5-TTGGGATCTACACTCTCCAGC-3’
5-TGCCAACTCTGGCTGCTAAA-3’
5-TTGTTGCGAGAGGAAGCGAT-3’
5’-GCCGGCCACATAACATTTGC-3’
5-TACCCGCGTGAAGAAGTCAGG-3’
5'-AACGGCTACGACCCCGTAAA-3’
5’-CTGCACGTTGGCGTTGATGG-3’
5’-GCTGAGGCAGGGGAGATCATCG-3’
5-GGGTGTTTTCCCGTCTCTGGA-3’
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21.5 Zelllinien

Tabelle 2.5: Verwendete Zelllinien

Bezeichnung

HEK?293 Zellen

HEK Blue IL-1f Zellen
THP-1 Zellen

THP-1 KO NLRP3 Zellen
U937 Zellen

2.1.6 Reagenzien

Hersteller
Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen
(DSMZ) GmbH

Invivogen

DSMZ GmbH

Invivogen

Cell lines service (CLS) GmbH

Tabelle 2.6: Auflistung der verwendeten Reagenzien

Reagenz/ Verbrauchsmaterial
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazoliumbromid (MTT)
50 bp DNA Leiter

A804598

5-BDBD

Ac-YVAD-cmk

Acridine Orange
Adenosintetraphosphat (Ap4)
Adenosintriphosphat (ATP)
AEBSF

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)
Annexin V-FITC

Atorvastatin

Bay 11-7082

Borsédure

Bovines Serumalbumin (BSA),
Albumin Fraktion V Proteasefrei

Buffy-Coat Blutkonserve

BzATP
Calcimycin, A23187
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Hersteller

Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Tocris Bioscience
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Logos Biosystems

Jena Bioscience

Jena Bioscience

Biomol

Carl Roth GmbH & Co KG
Sigma-Aldrich

BioLegend

Tocris Bioscience
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co KG
Carl Roth GmbH & Co KG

Hiamatologie des
Universitiatsklinikums Bonn
Jena Bioscience

Sigma-Aldrich

Artikelnummer

ACC305

Hkb.illb
ACCl6
thp-konlrp3z
300368

Artikelnummer

M5655

10416014
4473
SML0450-5MG
SML0429-1mg
F23002
NU-1102-CSTM
NU-1010-10G
50985.100
3810.3

A3678

640906

3776

B5556

6943.2

T844.4

NU-1620-25
C7522
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Calciumchlorid

Cyan/ Orange Ladepuffer (Tracklt)
CytoFLEX Daily QC Fluorespheres
CyQUANT LDH Zytotoxizitéts-
Assay Kit

DEPC (Diethylpyrocarbonat)
DEPC (Diethylpyrocarbonat)-
Wasser, steril

DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium), hoher
Glukoseanteil (4,5 g/1)

DNA Plasmid pUNO1-hP2RX7
DNA Plasmid pUNO1-mcs
Dichtezentrifugationsmedium: Bicoll
separation medium density 1.007
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Dimethylsulfoxid (DMSO), steril
Dinatriumhydrogenphosphat
DL-Dithiothreitol (DTT)

DMEM

DNA Taq Polymerase

E64

ECL-Reagenz Western-Ready
Substrate Kit

ECL-Reagenz Western-Clarity
ELISA Kit CXCL8/ IL-8,
unbeschichtet

ELISA Kit IL-1B, unbeschichtet
ELISA Kit TNF, unbeschichtet
Ethanol, absolut
Ethylendiamintetraessigséure
(EDTA) (Dinatriumsalz, Dihydrat)
Fetales Kélberserum

Fluo-4 AM

Fluvastatin

Gibco OptiMEM, serumfreies
Medium, ohne Phenolrot

Glukose

Glycerol

Sigma-Aldrich
Thermo Fisher Scientific
Beckman Coulter

Thermo FisherScientific

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

PAN-Biotech GmbH

Invivogen
Invivogen

Biochrom

Carl Roth GmbH + Co. KG
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co KG
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Minerva Biolabs GmbH
Merck

BioLegend

BioRad Laboratories GmbH

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific
Thermo Fisher Scientific
Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG

Biochrom
AAT Bioquest iiber Biomol
Sigma Aldrich

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH + Co. KG
Carl Roth GmbH + Co. KG

793639
10482028
B53230
C20300

159220
9610

P04-03500

punol-hp2rx7
punol-mcs

L6115

4720.1
D4540
T876.1
D-0632
D6546
530050
324890
426302

1705060
88-7066-88

88-7261-88
88-7346-88
32205
8043.1

S0615

20552
SML0038-10mg
11520386

X997.1
3783.1
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Glycin

HBSS (Hanks’ Balanced Salt
solution)

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-
piperazinyl)-ethansulfonséure)
Human TruStain FcX
Hygromycin B Gold
IGEPAL CA-630

innuPREP DNA Mini Kit
innuPREP RNA Mini Kit 2.0
iScript cDNA Synthese Kit
iTaq Universal SYBR Green
Supermix

Kalibrierlosung pH-Meter
Kaliumchlorid
Kaliumdihydrogenphosphat
Kaliumdihydrogencarbonat
L-Glutamin
Lammli-Ladepuffer (4x)
LPS-EB Ultrapure

LS-91

Magermilchpulver

MCC950 (CRID3)

MACSPIex Cytokine 12 Kit, human
Monoklonaler humaner Cleaved-
Caspase-1 (Asp297) (D57A2)
Antikorper aus dem Kaninchen
Monoklonal humaner Cleaved-IL-1f3
(D3A3Z7) Antikorper aus dem
Kaninchen

Monoklonal humaner HDAC6
(D2ES) Antikorper aus dem
Kaninchen

Monoklonaler humaner CD11b
Antikorper (Klon ICRF44), BV421-

konjugiert

30

Carl Roth GmbH + Co. KG

Thermo Fisher Scientific

Sigma-Aldrich

BioLegend

InvivoGen

Sigma-Aldrich

Analytik Jena AG

Analytik Jena AG

BioRad Laboratories GmbH
BioRad Laboratories GmbH

Merck

Carl Roth GmbH & Co KG
Merck KGaA

Carl Roth GmbH & Co KG
Sigma-Aldrich, Taufkirchen
BioRad Laboratories GmbH
InvivoGen

Synthetisiert nach Literatur (203) und
zur Verfligung gestellt von AG
Hansen

Carl Roth GmbH & Co KG
Tocris Bioscience

Miltenyl Biotec

Cell signaling

Cell signaling

Cell signaling

BioLegend

5429.3
14025092

RDDO002

422302
Ant-hg-1
13021
88-7261-88

845-KS-2040250

1708891
172-5125

1990050001
P017.1
104873
P748.1
G7513
1610747
tlrl-3pelps

T145.3

5479
130-099-169
4199S

83186

7558S

301323
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Monoklonaler humaner CD11b
Antikorper (Klon ICRF44), PE-
konjugiert

Monoklonaler humaner CD11c
Antikorper (Klon 3.9), PE-konjugiert
Monoklonaler humaner CD14
Antikdrper (Klon 63D3),
APC/Fire750-konjugiert
Monoklonaler humaner CD86
Antikdrper (Klon 1T2.2),
AlexaFluor647-konjugiert
Monoklonaler humaner P2X7
(E1E8T) Antikorper aus dem
Kaninchen

Monoklonaler humaner
Pro-Caspase-1 (D7F10) Antikorper
aus dem Kaninchen

Monoklonaler humaner Pro-1L-1§
(D3U3E) Antikdrper aus dem
Kaninchen

Monoklonaler humaner B-Aktin
Antikdrper aus der Maus
N,N,N’,N'-Tetramethylethan-1,2-
diamin (TEMED)

Natriumchlorid
Natriumdeoxycholat Monohydrat
Natriumhydroxid-Losung 1 M
Nigericin

Normocin

oxATP

PamxCSK4

Pam3CSK4

Penicillin-Streptomycin

Pepstatin A
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA)
Phosphat-gepufferte Salzlosung
(PBS)

Pierce BCA Protein Assay Kit
Pierce LDH Zytotoxizitdts-Test-Kit

BioLegend

BioLegend

BioLegend

BioLegend

Cell signaling

Cell signaling

Cell signaling

Cell signaling

Carl Roth GmbH + Co. KG

VWR International GmbH
Sigma-Aldrich

Th. Geyer GmbH & Co KG
Tocris

InvivoGen

Merck

InvivoGen

InvivoGen

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH & Co KG
Sigma-Aldrich
PAN-Biotech GmbH, Aidenbach

Thermo Fisher Scientific

Thermo Fisher Scientific

982606

301605

367119

305415

13809S

3866S

12703

3700S

2367

27810.295
D5670
1340-1L
4312
Ant-nr-1
5.05758.0001
tlrl-pm2s-1
tlrl-pms
P4333
2936
P1585
P04-36500

23225
88954
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Pluronséure 20%ig in DMSO
Polyklonaler Anti-Kaninchen
Antikorper, HRP konjugiert
Polyklonaler Anti-Maus Antikorper,
Starbright blue 700
Polyethylenimin (PEI) MAX
Poly-L-Lysin Hydrobromid
PPADS

Probenecid

Protease/ Phosphatase Inhibitor
Cocktail (100x)

Proteinleiter, vorgefarbt (10-245)
Pyrogenfreies Wasser fiir die
Zellkultur

Quanti-Blue SEAP-Detektionslosung
Reinigungslosung
Durchflusszytometer FlowClean
Cleaning Agent

RPMI 1640, supplimiert mit L-
Glutamin

Salzsédure, konzentriert (37 %)

SAHA

Salzsdure | M
SDS (Natriumdodecylsulfat)
SLW118

SLW120

SYBR Safe DNA Gelfarbstoff

Taq DNA Polymerase (1 U)

TBS 1 % Casein Blocker

TGX Stain-Free FastCast Acrylamid
Kit

Thalidomid
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AAT Bioquest iiber Biomol
Cell signaling

BioRad Laboratories

Polysciences Inc
Sigma-Aldrich

Tocris Bioscience
Sigma-Aldrich

Cell Signaling Technology

AppliChem GmbH
Carl Roth GmbH + Co. KG

InvivoGen

Beckman Coulter

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH + Co. KG
Synthetisiert nach Literatur (208) und
zur Verfligung gestellt von AG
Hansen

Thermo Fisher Scientific

Carl Roth GmbH + Co. KG
Synthetisiert nach WO 2020/023480
Al und zur Verfiigung gestellt von
AG Hansen

Synthetisiert nach Literatur (209) und
zur Verfligung gestellt von AG
Hansen

Thermo Fisher Scientific

Minerva Biolabs

BioRad Laboratories GmbH

BioRad Laboratories GmbH

BLDpharm

20052
7074

12004159

24765-100
P6282-5MG
0625
P8761-25G
5872

A8889
3255.1

Rep-gbl, rep-qb2

A64669

21875091

9277.2

15653530
0183.1

533102

53-1050
1610782
1610183

BD153744 98%
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Tiefenreinigungskonzentrat
Durchflusszytometer CONTRAD 70
Tréagerfliissigkeit
Durchflusszytometrie CytoFLEX
Shealth Fluid
Tris(hydroxymethyl)aminomethane-
(TRIS-) Hydrochlorid (HCI)
Tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIS)-Base

Trypan Blau

TrypLE Express

Tubastatin A

TWEEN 20

VenorGeM Classic

Wasser, PCR-Grad

Wasser, PCR rein

YM-254890

YO-PRO-1 (Oxazol Yellow Iodide)
z-VAD-fmk

Zeocin
Zombie Aqua Fixable Viability Kit
21.7 Verwendete Losungen

Beckman Coulter

Beckman Coulter

Sigma-Aldrich

Carl Roth GmbH + Co. KG

Sigma-Aldrich

Thermo Fisher Scientific
Selleck Chemicals LLC
Carl Roth GmbH + Co. KG
Minerva Biolabs GmbH
VWR International GmbH
Jena Bioscience

Biomol

HelloBio

Invivo Gen

InvivoGen, Toulouse

BioLegend

21.71 Loésungen zur Zellkultivierung

81911

B51503

T3253

5429

T6146
12604013
S804906
91271
11-8100
733-2573
PCR-258S
AG-CN2-0509
HB6210
Tlrl-vad
Ant-zn-1
423101

Fir die Herstellung der Polylysin-Losung wurde Poly-L-Lysin unter der Sterilwerkbank in

pyrogenfreiem Wasser geldst und in 15 ml RohrengeféaB3e aliquotiert, die bis zur Verwendung bei 4 °C

gelagert wurden.
Tabelle 2.7: Polylysin-Losung

Polylysin-Losung
Poly-L-Lysin Hydrobromid

0,1 mg/ml

Zusatz zu pyrogenfreiem Wasser

Lagerung 4 °C

Die Kultivierung von THP-1 Zellen, U937 Zellen und isolierten Monozyten aus humanem Blut erfolgte
in komplementiertem RPMI (Roswell Park Memorial Institut) 1640. Dafiir wurde das RPMI 1640

Medium durch folgende Zusitze komplementiert, wobei zu beachten ist, dass das verwendete RPMI 1640
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schon mit 2 mM L-Glutamin versetzt war. Die Hitzeinaktivierung des fotalen Kélberserums erfolgte

durch dreifligminiitige Inkubation bei 60 °C.
Tabelle 2.8: Komplementiertes RPMI 1640 Medium

Komplementiertes RPMI 1640 Medium

Hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum 10 %
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Zusatz zu RPMI 1640 Medium (mit 2 mM Glutamin)
Lagerung bei 4 °C

Um THP-1 Zellen einzufrieren, wurde dem komplementierten RPMI 1640 Medium DMSO zugesetzt,
welches die Kristallbildung an den Zellen verhindert. Das Einfriermedium wurde in 50 ml
RohrengefdBen hergestellt und bis zur Verwendung bei 4 °C im Kiihlschrank unter Lichtausschluss

aufbewahrt.
Tabelle 2.9: Einfriermedium fiir THP-1 Monozyten und U937 Monozyten

Einfriermedium fiir THP-1 Monozyten und U937 Monozyten

Steriles Dimethylsulfoxid (DMSO) 5%
Zusatz zu komplementiertem RPMI 1640 Medium

Lagerung bei 4 °C unter Lichtausschluss

Um THP-1 und U937 Zellen zu differenzieren, wurde dem komplementierten RPMI 1640 Medium PMA
zugesetzt. Das Differenzierungsmedium fiir THP-1 Zellen und U937 Zellen wurde jeweils frisch

hergestellt.
Tabelle 2.10: Differenzierungsmedium fiir THP-1 Makrophagen

Differenzierungsmedium fiir THP-1 Makrophagen
Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) 25 ng/ml

Zusatz zu komplementiertem RPMI 1640 Medium

Tabelle 2.11: Differenzierungsmedium fiir U937 Makrophagen

Differenzierungsmedium fiir U937 Makrophagen
PMA 50 ng/ml

Zusatz zu komplementiertem RPMI 1640 Medium
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Zur Kultivierung von THP-1 KO NLRP3 Zellen wurde beim Passagieren abwechselnd
Wachstumsmedium und Selektionsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten verwendet. Zur
Herstellung des Selektionsmediums wurde dem Wachstumsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten
das Selektionsantibiotikum Zeocin zugesetzt. Die genetisch verdnderte THP-1 KO NLRP3 Zelllinie
besitzt eine Resistenz gegeniiber Zeocin, sodass durch den Zusatz von Zeocin Zellen, die eine
NLRP3-Aktivitit wiedererlangen, absterben. So wird eine positive Selektion der THP-1 Monozyten mit
einem Knockout fiir NLRP3 gewihrleistet. Die Medien wurden hergestellt und konnten bis zur

Verwendung bei 4 °C gelagert werden.
Tabelle 2.12: Wachstumsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

Wachstumsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

HEPES 25 mM

Normocin 100 pg/ml
Zusatz zu komplementiertem RPMI 1640 Medium
Lagerung bei 4 °C

Tabelle 2.13: Selektionsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

Selektionsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

Zeocin 100 pg/ml
Zusatz zu Wachstumsmedium fiir THP-1 KO NLRP3
Makrophagen
Lagerung bei 4 °C

Als Einfriermedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten wurde hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum mit
DMSO versetzt. Das Einfriermedium wurde in 50 ml R6hrengefdBen hergestellt und bis zur Verwendung

bei 4 °C unter Lichtausschluss gelagert.
Tabelle 2.14: Einfriermedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

Einfriermedium fiir THP-1 Monozyten und U937 Monozyten
Steriles DMSO 5%
Zusatz zu hitzeinaktiviertem fotalem Kélberserum

Lagerung bei 4 °C unter Lichtausschluss
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Tabelle 2.15: Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Zellen

Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Zellen

HEPES 25 mM
Zusatz zu komplementiertem RPMI 1640 Medium
Lagerung bei 4 °C

Um THP-1 KO NLRP3 Zellen zu differenzieren, wurde dem Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3

Monozyten PMA zugesetzt. Das Differenzierungsmedium wurde jeweils frisch hergestellt.
Tabelle 2.16: Differenzierungsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Makrophagen

Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten

PMA 25 ng/ml
Zusatz zu Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3
Zellen

Fiir die Isolation von peripheren mononukledren Blutzellen (peripheral blood mononuclear cells,
PBMCs) aus Buffycoat-Blut wurde steriles PBS nach Dulbecco ohne Magnesium und Calciumionen
verwendet, das zusétzlich mit EDTA versetzt wurde. EDTA ist ein Komplexbildner fiir mehrwertige
Kationen und verhindert dadurch die Blutgerinnung. EDTA wurde in 10 ml PBS gelost und anschlieBend

sterilfiltriert, bevor es der restlichen Menge PBS hinzugefiigt wurde.
Tabelle 2.17: PBS mit EDTA

PBS mit EDTA
Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA), Natriumsalz 2 mM
Zusatz zu PBS
sterilfiltrieren mit 0,22 uM Filter, Lagerung -4 °C

Fiir die Kultivierung von HEK293 und HEK Blue IL-1B Zellen wurde Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM) mit 4,5 g/ml Glukoseanteil verwendet.

Tabelle 2.18: Wachstums- und Stimulationsmedium fiir HEK293 Zellen

Wachstums- und Stimulationsmedium fiir HEK293 Zellen

Hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum 10 %

L-Glutamin 2 mM
Zusatz zu DMEM (4,5 g/1 Glukose)
Lagerung bei 4 °C
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Tabelle 2.19: Einfriermedium fiir HEK293 Zellen

Einfriermedium fiir HEK293 Zellen
Hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum
DMSO

L-Glutamin

20 %

10 %

2 mM

Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose)

Lagerung bei 4 °C unter Lichtausschluss

Fiir die Transfektion der HEK293 Zellen musste zunéchst Polyethylenimin-Lésung in einem 50 ml

Rohrengefal3 hergestellt werden. Dazu wurde PEI MAX in einer Teilmenge pyrogenfreiem Wasser gelost

und anschlieBend der pH-Wert mit einem Indikatorpapier und Natriumhydroxidldsung auf pH 7

eingestellt. AnschlieBend wurde pyrogenfreies Wasser dazugegeben, sodass eine Endkonzentration von

1 mg/ml erhalten wurde. Die Losung wurde sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.20: PEI-Losung

PEI-Lo6sung
PEI MAX
Natriumhydroxidlosung 1 M

1 mg/ml
pH7
Zusatz zu pyrogenfreiem Wasser

Sterilfiltrieren, Lagerung bei 4 °C

Tabelle 2.21: Transfektionsmedium fiir HEK293 Zellen

Transfektionsmedium fiir HEK Blue IL-1p Zellen

Hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum

L-Glutamin

5%
2 mM
Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose)

Fiir Stimulationsversuche in HEK Blue IL-1p Zellen wurde Basalmedium verwendet.

Tabelle 2.22: Basalmedium fiir HEK Blue IL-1p Zellen

Basalmedium fiir HEK Blue IL-1p Zellen
Hitzeinaktiviertes fotales Kilberserum
L-Glutamin

Penicillin

Streptomycin

10 %

2 mM

100 U/ml

100 pg/ml

Zusatz zu DMEM (4,5 g/l Glukose)
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HEK Blue IL-1B Zellen sind resistent gegeniiber Hygromycin Gold B und Zeocin. Fiir die Kultivierung
der HEK Blue IL-1B Zellen wurde dem Basalmedium deshalb verschiedene Selektionsantibiotika

zugesetzt.
Tabelle 2.23: Selektionsmedium fiir HEK Blue IL-1p Zellen

Selektionsmedium fiir HEK Blue IL-1§ Zellen

Normocin 100 pg/ml
Hygromycin B Gold 200 pg/ml
Zeocin 100 pg/ml

Zusatz zu Basalmedium fiir HEK Blue IL-1f Zellen.

Tabelle 2.24: Einfriermedium fiir HEK Blue IL-1§ Zellen

Einfriermedium fiir HEK Blue IL-1§ Zellen

Hitzeinaktiviertes fotales Kélberserum 20 %

DMSO 10 %

L-Glutamin 2 mM

Penicillin 100 U/ml

Streptomycin 100 pg/ml
Zusatz zu DMEM (4,5 g/1 Glukose)
Lagerung bei 4 °C unter Lichtausschluss

21.7.2 Loésungen fiur den Mykoplasmentest

Fiir den Mykoplasmen-Test wurde ein 5x konzentrierter TRIS-Borat-EDTA (TBE)-Puffer hergestellt,
der bis zur Verwendung bei Raumtemperatur gelagert werden konnte. Zur Durchfithrung des
Mykoplasmen-Tests wurde der Puffer dann 1:5 verdiinnt. Um den TBA-Puffer herzustellen, erfolgte
zundchst die Herstellung einer 0,5 M Natrium-EDTA-Losung. Der pH-Wert wurde mit
Natriumhydroxid-Losung auf 8,0 eingestellt. Sobald der pH-Wert richtig eingestellt war, wurde die

Losung autoklaviert und bei Raumtemperatur gelagert.
Tabelle 2.25: 0,5 M Natrium-EDTA-Losung

0,5 M Natrium-EDTA-Lésung

EDTA, Dinatriumsalz, Dihydrat 0,5M

Natriumhydroxid-Losung (1 M) Nach Bedarf pH 8
Autoklavieren, Lagerung bei RT
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Tabelle 2.26: TBE-Puffer (5x konzentriert)

TBE-Puffer (5x konzentriert)

TRIS-Base 108 g

Borséure 55¢g

0,5 M Natrium EDTA-L&sung (pH 8) 40 ml

Destilliertes Wasser 1960 ml
Lagerung bei RT

Fiir die PCR Reaktion des Mykoplasmen-Tests wurde ein Master-Mix hergestellt. Dazu wurden Primer
und Reagenzien der Firma MB Miverva Biolabs verwendet (Venor®GeM Classic Kit). Fiir den Test
wurden zuerst die bendtigten Reagenzien nach Herstellungsanweisung aufgetaut und wenn notig
rekonstituiert. AnschlieBend wurde ein Master-Mix aus Reaktionspuffer, Primer/Nukleotid Mix und

interner Kontrolle hergestellt.

Tabelle 2.27: Master-Mix fiir Mykoplasmen-Test

Reagenz Volumen (ul)/Probe
Wasser (PCR-Grad) 14,5
Reaktionspuffer (10x) 2,5
Primer/Nukleotid Mix 1,25
Interne Kontrolle 2,5
Taq DNA Polymerase (1 Unit) 1

Tabelle 2.28: Agarosegel fiir Mykoplasmentest
Agarosegel fiir Mykoplasmentest Menge/Gel
Agarose 045¢g
TBE-Puffer (1x) 30 ml
SYBR Green Stain 3ul

21.7.3 Stockldsungen fiir Stimulationsversuche

Fiir Stimulationsversuche wurden die Zellen mit verschiedenen Stimulanzien und Inhibitoren behandelt.
Dafiir wurden Stocklosungen der verwendeten Reagenzien mit den in Tabelle 2.29 aufgefiihrten
Konzentrationen unter Verwendung des jeweiligen Losungsmittels hergestellt. Die Herstellung erfolgte
unter der Sterilwerkbank. Im Anschluss wurden die gelosten Reagenzien sterilfiltriert und entsprechend

bis zur weiteren Verwendung gelagert.
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Tabelle 2.29: Stocklosungen von Stimulationsreagenzien und Inhibitoren

Reagenz
5-BDBD
A804598

Ac-YVAD-cmk

AEBSF
Ap4

ATP

Atorvastatin
Bay 11-7082
BzATP
Calcimycin
E64
Fluvastatin

Fluo-4 AM

Kaliumchlorid

LPS

LS-91
MCC950
Nigericin
oxATP
PamxCSK4
Pam3CSK4
Pepstatin A
PMA
PPADS
Probenecid
SAHA
SLWI18
SLW120
Thalidomid
Tubastatin A
YM-254890
YO-PRO-1
z-VAD-fmk
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Losungsmittel

DMSO

DMSO

DMSO

Pyrogenfreies Wasser
pyrogenfreies Wasser mit
Tris-Base auf pH 7 eingestellt
pyrogenfreies Wasser mit
Tris-Base auf pH 7 eingestellt
(siche unten)

DMSO

DMSO

Pyrogenfreies Wasser
DMSO

Pyrogenfreies Wasser
Pyrogenfreies Wasser
DMSO

Zellkulturmedium
Pyrogenfreies Wasser
DMSO

DMSO

Ethanol

Pyrogenfreies Wasser
Pyrogenfreies Wasser
Pyrogenfreies Wasser
DMSO

DMSO

Pyrogenfreies Wasser
DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

DMSO

Konzentration
25 mM

10 mM

10 mM

100 mM

200 mM

200 mM

20 mM
20 mM
30 mM
10 mM
10 mM
10 mM
1 mM
3iM

5 mg/ml
10 mM
5 mM
10 mM
30 mM
1 mg/ml
1 mg/ml
10 mM
1 mg/ml
10 mM
100 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
10 mM
1 mM

1 mM
20 mM

Lagerung
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-80 °C

-80 °C

-20 °C
-20°C
-80 °C
-20 °C
-20 °C
-20°C
-20 °C
frisch hergestellt
-20 °C
-20°C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
-20 °C
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Herstellung der ATP- und Ap4-StocklGsung:

Die ATP und Ap4 Stocklésungen mussten mit Tris-Base auf einen finalen pH-Wert von 7 eingestellt
werden. Dazu wurde zunéchst Tris-Base 1 M hergestellt. Der pH-Wert der Lésung wurde mit Hilfe eines

Indikatorpapiers iiberpriift. Die Losung konnte bei 4 °C gelagert werden.
Tabelle 2.30: Tris-Base 1 M

Tris-Base 1 M

Tris-Base IM
Zusatz zu pyrogenfreiem Wasser
pH-Wert zw. 10 bis 11
Lagerung 4 °C

Bei Lagerung von ATP und Ap4 als Feststoffen kann es zu Verdnderungen des gebundenen
Kristallwassers kommen. Daher ist die genaue Molare Masse unbekannt und zur Herstellung einer
Losung mit einer bestimmten Konzentration muss die tatsdchliche Konzentration mittels UV/Vis-
Spektroskopie ermittelt werden. Zur Herstellung von ATP und Ap4 werden die Feststoffe zunéchst in
einer Teilmenge pyrogenfreiem Wasser geldst und mit Tris-Base 1 M mittels Indikatorpapiers auf pH 7
eingestellt. AnschlieBend wird die tatsdchliche Konzentration der Losung mittels UV/Vis Spektroskopie
ermittelt. Damit die Absorption der hergestellten Losungen zwischen 0,1 und 1 liegt, wurden
entsprechende Verdiinnungen der Losungen hergestellt (ca. 20 uM-Losung). Die Absorption wurde bei
einer Wellenldnge von 259 nm gemessen und anhand des Extinktionskoeffizienten von 15,1
L/(mmol*cm) konnte die tatsdchliche Konzentration auf Grundlage des Lambert-Beerschen-Gesetzes
ermittelt werden. Es wurden 3 Messungen durchgefiihrt und die Mittelwerte gebildet. Aus den ermittelten
Ist-Konzentrationen konnte im Anschluss die gewiinschte 200 mM Stocklésung hergestellt werden. Dazu
wurde ein definiertes Volumen aus der hergestellten Losung entnommen und mit pyrogenfreiem Wasser
gemischt, sodass eine Endkonzentration von 200 mM erhalten wurde. Die Losung wurde gevortext,

sterilfiltriert und aliquotiert. Die Aliquots wurden bis zur Verwendung bei -80 °C gelagert.

21.7.4 Losungen fiur den SEAP-Reporter-Test

Beim SEAP-Reporter-Test wird die SEAP (sekretierte embryonale alkalische Phosphatase) Produktion
der Reporterzellen durch Zugabe eines speziellen Substrats gemessen. Hierfiir wurde die QUANTI-blue
Substratlosung hergestellt. Dazu wurde QUANTI-blue Reagenz mit QUANTI-blue Puffer in
pyrogenfreiem Wasser gemischt. Die Losung wurde bis zur Verwendung unter Lichtausschluss bei 4 °C

maximal 4 Wochen gelagert werden.
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Tabelle 2.31: QUANTI-blue Substratlosung

QUANTI-blue Substratlosung

QUANTI-blue Reagenz 1 ml
QUANTI-blue Puffer 1 ml
Pyrogenfreies Wasser 98 ml

Lagerung: 4 °C, maximal 4 Wochen

21.7.5 Loésungen fir die Durchflusszytometrie
Tabelle 2.32: FACS-Puffer

FACS-Puffer
BSA 0,5 %
Zusatz zu PBS mit EDTA

Fiir die Durchfiihrung der YO-PRO-Farbung wurde ein YO-PRO-Puffer hergestellt (Tabelle 2.33). Der
pH-Wert wurde mit NaOH auf 7,4 eingestellt. AnschlieBend wurde die Losung sterilfiltriert.

Tabelle 2.33: YO-PRO-Puffer

YO-PRO-Assay-Puffer

Natriumchlorid 147 mM

HEPES 10 mM

Glukose 13 mM

Kaliumchlorid 2 mM

Calciumchlorid 0,1 mM

Natriumhydroxid-Losung (1 M) pH 7,4
Zusatz zu doppelt destilliertem Wasser
Sterilfiltrieren, Lagerung: 4 °C

21.7.6 Losungen fir Zellviabilitatstests

Da die Bindung von Annexin V-FITC an Phosphatidylserin calciumabhéngig ist und Zombie Aqua nicht
mit BSA-haltigen Puffern verwendet werden darf, konnte fiir die Messung kein FACS-Puffer verwendet
werden. Fiir den Annexin V/Zombie Aqua-Test wurde ein Annexin-Bindungspuffer hergestellt (Tabelle

2.34). Die Losung wurde sterilfiltriert und in einem 50 ml R6hrengefal bei 4 °C gelagert.

42



Material und Methoden

Tabelle 2.34: Annexin V-Bindungspuffer

Annexin V-Bindungspuffe

HEPES 0,1 mg/ml
Natriumchlorid 140 mM
Calciumchlorid 2,5 mM
Natriumhydroxid-Losung (1 M) pH 7,4

Zusatz zu doppelt destilliertem Wasser

Sterilfiltrieren, Lagerung 4 °C

Fiir den MTT-Test wurde MTT in sterilem PBS geldst und sterilfiltriert. Die Losung wurde in 1,5 ml
Reaktionsgefifie aliquotiert und unter Lichtausschluss bei -20 °C gelagert.

Tabelle 2.35: MTT-Losung

MTT-Losung
MTT 5 mg/ml
Zusatz zu sterilem PBS

Sterilfiltrieren, Lagerung bei -20 °C

Fiir den LDH-Test wurde das CyQUANT LDH Zytotoxizitdts-Assay Kit der Firma Thermo Fisher
Sientific verwendet. Um den LDH-Reaktionsmix herzustellen, wurden zunéchst das lyophilisierte
Substrat aufgetaut und mit 11,4 ml doppelt demineralisiertem Wasser gemischt. Anschlieend konnte
der LDH-Reaktionsmix in einem 15 ml Rohrengefdll hergestellt werden. Die Losung wurde direkt
verwendet oder bei -20 °C unter Lichtausschluss eingefroren. Nach Einfrieren konnte die Losung 3 Mal

aufgetaut und wiederverwendet werden, bevor sie verworfen wurde.
Tabelle 2.36: LDH-Reaktionsmix

LDH-Reaktionsmix
Substrat Mix in Wasser 11,4 ml
Test-Puffer 0,6 ml
Lagerung bei -20 °C unter Lichtausschluss

Maximale Verwendung: 3 Mal

21.7.7 Losungen fir die ELISA Analytik

Zur ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)-Analytik wurden Test-Kits der Firma Thermo Fisher
Scientific verwendet. Bis auf den ELISA-Waschpuffer und die ELISA-Stopp-Losung waren sdamtliche

benotigte Reagenzien im Kit selbst enthalten.
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Die 96-Well Platte musste zwischen den einzelnen Inkubationsschritten mit ELISA-Waschpuffer
gewaschen werden. Dafiir wurde zunéchst PBS hergestellt. Hierfiir wurden die in Tabelle 2.37 gezeigten
Komponenten in 5 | demineralisiertem Wasser in einem Messkolben gelst. AnschlieBend wurde der pH-

Wert zwischen 7,2 und 7,4 eingestellt und die Losung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.37: PBS fiir ELISA

PBS fiir ELISA

Natriumchlorid 137 mM
Kaliumchlorid 2,7 mM
Dinatriumhydrogencarbonat 8,1 mM
Kaliumdihydrogencarbonat 1,5 mM

pH7.2-74
In doppelt destilliertem Wasser
Lagerung 4 °C

Fiir den ELISA-Waschpuffer wurde TWEEN-20 in PBS fiir ELISA in 1 1 Flaschen geldst und bis zur
Verwendung bei 4 °C gelagert.

Tabelle 2.38: ELISA-Waschpuffer

ELISA-Waschpuffer

TWEEN-20 0,05 %
In PBS fiir ELISA
Lagerung 4 °C

Die enzymatische Reaktion des ELISA wurde mit saurer ELISA-Stopp-Lsung beendet. Hierfiir wurde

eine verdiinnte Salzsdure-Losung hergestellt, die bei Raumtemperatur gelagert wurde.
Tabelle 2.39: ELISA-Stopp-Losung

ELISA-Stopp-Losung
Salzsédure IN
In doppelt demineralisiertem Wasser

Lagerung Raumtemperatur

21.7.8 Losungen fiir die Western Blot Analytik

Damit der RIPA-Basalpuffer (Tabelle 2.44) hergestellt werden konnte, mussten zunéchst die im RIPA-
Basalpuffer enthaltenen Komponenten hergestellt werden. Die Losungen wurden wie in den folgenden

Tabellen beschrieben hergestellt und konnten bei 4 °C gelagert werden.
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Tabelle 2.40: TRIS-HCI Losung (1M)

TRIS-HCI-Lésung (1 M)
Salzsédure
Doppelt demineralisiertes Wasser

Natriumhydroxid-Losung (1 M)

Tabelle 2.41: Natriumdeoxycholat-Losung (10 %)

Natriumdeoxycholat-Lésung (10 %)
Natriumdeoxycholat

Doppelt demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.42: Natriumchlorid-Losung (10 %)

Natriumchlorid-Losung (10 %)
Natriumchlorid

Doppelt demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.43: EDTA-Lo6sung (50 mM)

EDTA-Losung (50 mM)
EDTA, Dinatriumsalz, Dihydrat

Doppelt demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.44: RIPA-Basalpuffer

RIPA-Basalpuffer
TRIS-HCI-Lésung (1 M)
IGEPAL CA-630
Natriumdesoxycholat (10 %)
Natriumchlorid-Lésung (5 M)
EDTA-Losung (50 mM)

Doppelt demineralisiertes Wasser

6,005 g

50 ml

pH 7,4
Lagerung 4 °C

Sg
50 ml
Lagerung 4 °C

Sg
50 ml
Lagerung 4 °C

930,6 g
50 ml
Lagerung 4 °C

2,5 ml

0,5 ml

1,25 ml

1,5 ml

1 ml

42,75 ml
Lagerung 4 °C
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Zur Zelllyse wurde der RIPA-Basalpuffer mit Protease-Phosphatase Inhibitor versetzt. Pro Well wurden
50 ul benotigt. Die Gesamtmenge, die fiir alle Proben bendtigt wurde, wurde in einem 1,5 ml

Reaktionsgefdl3 als Mastermix frisch hergestellt.

Tabelle 2.45: RIPA-Puffer

RIPA-Puffer Volumen (ul)/Probe
RIPA-Basalpuffer 49,5 pl
Protease/Phosphatase Inhibitor (100x) 0,5 pl

Damit die Proteine denaturieren, wurde Lammli Ladepuffer DL-Dithiothreitol (DTT)-Ldsung zugesetzt,
das die Disulfidbriicken der Proteine spaltet. Dafiir wurde zunéchst in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl3 die
40-fach konzentrierte DTT-Losung hergestellt, die bei -20 °C gelagert werden konnte. Fiir die
Probenvorbereitung wurde schlieBlich die Probe mit DTT/Lammli-Mix gemischt. Der DTT Lammli-Mix
wurde wie in Tabelle 2.47 hergestellt und spéter mit der Probe gemischt (1 Teil Probe mit 3 Teilen
DTT/Lammli-Mix).

Tabelle 2.46: DTT-Losung (40x)

DTT-Losung
DL-Dithiothreitol (DTT) 257 mg
Doppelt demineralisiertes Wasser 1 ml

Lagerung -20 °C
Tabelle 2.47: DTT/Lammli-Mix

DTT/Lammli-Mix
Lammli (4x) 9 Teile
DTT-Losung (40x) 1 Teil

Die Gele fiir die Gelelektrophorese wurden mit Hilfe des TGX Stain-Free FastCast Acrylamid Kit in
einer Konzentration von 10 % hergestellt. Die dafiir benétigte 10%ige APS-Lésung wurde in
demineralisiertem Wasser in einem 1,5 ml Reaktionsgefdll hergestellt und konnte bei -20 °C gelagert
werden. Insgesamt konnte die hergestellte APS-Losung 3 Mal wiederverwendet werden.

Um die Gele zu gielen, wurde die Mini Protean Tetra Cell Einheit der Firma BioRad benutzt. Zuerst
wurden pro Gel 5 ml des Laufgels (Tabelle 2.49) mit einer serologischen Pipette mdglichst blasenfrei
zwischen die Glasplatten gegeben. Die Losung wurde im Anschluss mit 1 ml Isopropanol iiberschichtet
und fiir 30 Minuten inkubiert, bis das Gel fest geworden war. Das Isopropanol wurde entfernt und das
auspolymerisierte Laufgel mit Sammelgel (Tabelle 2.50) {iberschichtet. AnschlieBend wurde der Kamm

zwischen die Glasplatten gesteckt und das Gel weitere 30 Minuten inkubiert, bis es vollstindig
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polymerisiert war. Nachdem die Gele erstarrt waren, wurden diese entweder direkt verwendet oder bei

4° C in einem feuchten Tuch gelagert.
Tabelle 2.48: APS-Losung 10 %

APS-Losung 10 %
APS 50 mg
Demineralisiertes Wasser 500 pl

Lagerung -20 °C, unter Lichtausschluss

Tabelle 2.49: Laufgel (10 % Polyacrylamid Gel)

Laufgel (10 % Polyacrylamid Gel) Menge pro Gel
Resolver A 2,5 ml
Resolver B 2,5 ml

TEMED 2,5ml
APS-Lésung 10 % 25 ul

Tabelle 2.50: Sammelgel

Sammelgel Menge pro Gel
Stacker A 1 ml

Stacker B 1 ml

TEMED 2 ul
APS-Losung 10 % 10 pl

Der verwendete Laufpuffer, der Transfer-Puffer und der TBS-Puffer wurden in 10-facher Konzentration
hergestellt und bis zur Verwendung bei 4 °C gelagert. Bei Bedarf wurde die gewiinschte 1-fache
Konzentration durch Verdiinnung der Stammlosung 1:10 mit demineralisiertem Wasser hergestellt und
der pH-Wert nochmals tiberpriift und ggf. mit NaOH oder HCI-Losung angepasst. Die pH-Werte der 1-

fach konzentrierten Puffer sind in den Tabellen angegeben.
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Tabelle 2.51: Laufpuffer fiir die Elektrophorese (10x)

Laufpuffer fiir die Elektrophorese (10x)
Tris-Base

Glycin

SDS

Demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.52: Laufpuffer fiir die Elektrophorese (1x)

Laufpuffer fiir die Elektrophorese (1x)
Laufpuffer fiir die Elektrophorese (10x)

Demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.53: Transfer-Puffer (10x)

Transfer-Puffer (10x)
Tris-Base
Glycin

Demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.54: Transfer-Puffer (1x)

Transfer-Puffer (1x)
Transfer-Puffer (1x)

Demineralisiertes Wasser

Tabelle 2.55: TBS-Puffer (10x)

TBS-Puffer (10x)
Tris-HCl
Natriumchlorid

Demineralisiertes Wasser
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30,2 ¢

144 ¢

10¢g

1000 ml
Lagerung 4 °C

100 ml

900 ml

Lagerung 4 °C
pH-Wert 8,3 - 8,6

30g

144 ¢

1000 ml
Lagerung 4 °C

100 ml

900 ml
Lagerung 4 °C
pH-Wert 8,3

12,144 ¢
87,66 g

1000 ml
Lagerung 4 °C
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Tabelle 2.56: TBS-Puffer (1x)

TBS-Puffer (1x)

TBS-Puffer (10x) 100 ml
Demineralisiertes Wasser 900 ml
Lagerung 4 °C

Zur Herstellung des TBS-T-Puffers, wurde TBS-Puffer mit TWEEN-20 versetzt und der pH-Wert auf 8

eingestellt.
Tabelle 2.57: TBS-T-Puffer

TBS-T-Puffer

TBS-Puffer 100 ml
TWEEN-20 1 ml
Demineralisiertes Wasser ad 1000 ml
Natriumhydroxid-Losung pH8

Zum Blockieren der Membran wurde 5 % Milch in TBS-T verwendet. Die Primérantikdper wurden dann
wie in Tabelle 2.59 angegeben entweder in 5 % Milch in TBS-T oder 5 % BSA in TBS-T hergestellt.
Der Fluoreszenzmarkierte Sekundarantikorper wurde in speziellem Fluoreszenz-Puffer (Tabelle 2.60)

hergestellt, der SDS enthielt.
Tabelle 2.58: 5 % Milch in TBS-T

5 % Milch in TBS-T
5%
Zusatz zu TBS-T-Puffer

Magermilchpulver

Tabelle 2.59: 5 % BSA in TBS-T

5 % BSA in TBS-T
BSA 5%

Zusatz zu TBS-T-Puffer

Tabelle 2.60: Puffer fiir Fluoreszenzantikorper

Puffer fiir Fluoreszenzantikorper
SDS 0,02 %

Zusatz zu TBS 1 % Casein Puffer
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Tabelle 2.61: Auflistung der benutzten Antikorper fiir den Western Blot und die dazugehorige Verdiinnung

Antikorper

HDACG6 Antikdrper, Kaninchen

P2X7 Antikorper, Kaninchen

Pro-IL-1B Antikorper, Kaninchen
Cleaved-IL-1B Antikorper, Kaninchen
Pro-Caspase-1 Antikorper, Kaninchen
Cleaved-Caspase-1 Antikdrper, Kaninchen
B-Aktin Antikorper, Maus

Anti-Kaninchen Antikérper, HRP konjugiert
Anti-Maus Antikorper, Starbright blue 700

21.7.9

Losungen fiir PCR-Analytik

Verdiinnung
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:1000
1:2000
1:2000
1:10000

Verdiinnungsmittel
5% BSA in TBS-T
5% BSA in TBS-T
5% BSA in TBS-T
5% BSA in TBS-T
5 % Milch in TBS-T
5% BSA in TBS-T
5% BSA in TBS-T
5 % Milch in TBS-T

Puffer fiir Fluoreszenzantikorper

Fiir die RNA-Isolation wurde 70%ige Ethanol-Losung verwendet, die in DEPC-Wasser hergestellt

wurde. DEPC wandelt Histidinreste in Proteinen zu Carboethoxyhistidin um und macht RNase und

DNasen dadurch unschidlich. Verwendete Glaswaren wurden mit DEPC-Wasser (Tabelle 2.62)

behandelt und im Anschluss autoklaviert.

Tabelle 2.62: DEPC-Wasser

DEPC-Wasser
DEPC

0,1 %

Zusatz zu doppelt demineralisiertem Wasser

Lagerung bei RT

Tabelle 2.63: 70%iger Ethanol in DEPC-Wasser

70 %-Ethanol in DEPC-Wasser
Ethanol absolut

70 % (m/m)

Zusatz zu autoklaviertem DEPC-Wasser

Lagerung bei RT

21.7.10 Losungen fiur den Calciumflux-Test

Um den Calcium-Waschpuffer herzustellen, musste zuerst Hank’s balanced salt solution (HBSS) mit
20 mM HEPES und eine Probenecid Stocklosung hergestellt werden. Fiir die HBSS + HEPES
Pufferlosung wurde HEPES zu 500 ml HBSS gegeben, sodass eine Konzentration von 20 mM HEPES

erhalten wurde. Die Flasche konnte bei 4 °C bis zur Verwendung gelagert werden. Um eine Probenecid
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Stocklosung herzustellen, wurde Probenecid in DMSO gelost, sodass eine Konzentration von 100 mM

entstand. Die Losung wurde sterilfiltriert und bis zur Verwendung bei -20 °C gelagert.
Tabelle 2.64: HBSS + HEPES Pufferlosung

HBSS + HEPES Pufferlosung

HEPES (1 M) 20 mM
Zusatz zu HBSS
Lagerung 4 °C

Durch Zugabe von Probenecid wird der Calciumtransport aus der Zelle heraus verhindert. Der
Waschpuffer fiir den Calcium-Test wurde immer frisch am Versuchstag in 50 ml Roéhrengefdfen

hergestellt.
Tabelle 2.65: Calcium-Waschpuffer

Calcium-Waschpuffer
Probenecidlosung (100 mM) I mM
Zusatz zu HBSS + HEPES Pufferlosung

Um die Farbstoffauthahme in die Zelle zu erleichtern, wurde ein Farbstoffladepuffer mit Pluronsédure
verwendet. Der Farbstoffladepuffer wurde immer frisch in einem 15 ml Rohrengefd3 hergestellt und

unter Lichtausschluss gelagert.

Tabelle 2.66: Farbstoffladepuffer

Farbstoffladepuffer
Fluo-4 AM 3 uM
Pluronséure (20%ig) 0,05 %

Zusatz zu Calcium-Waschpuffer

2.2 Zellkultur

Die Kultivierung aller verwendeten Zellen erfolgte stets im Brutschrank bei 37 °C, 5% CO2 und
mindestens 95 % Luftfeuchte. Alle Experimente wurden unter aseptischen Bedingungen unter einer
Sterilwerkbank durchgefiihrt. Verbrauchsmaterialien, die in Beriihrung mit den lebenden Zellen

gekommen sind, waren — wenn mdéglich — steril und pyrogenfrei.
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2.21 Beschichtung der Zellkulturplatten mit Polylysin

Fiir ausgewéhlte Experimente wurden Zellen auf Zellkulturplatten ausgesit, die zuvor mit Polylysin-
Losung (Tabelle 2.7) beschichtet wurden. Selbst wenn es sich bei den verwendeten Zelllinien um
adhidrente Zellen handelt, besteht die Moglichkeit, dass vermehrt Zellen wihrend des Waschvorgangs
oder des Mediumwechsels abgesaugt werden, da die Adhdrenz der Zellen manchmal zu schwach ist.
Durch die Beschichtung der Platten mit Polylysin wurde die Zelladhédrenz verbessert und der Zellverlust
wihrend des Experiments verringert. Die Polylysin-Losung wurde unter sterilen Bedingungen in die
Vertiefungen der Zellkulturplatten gegeben. Die Platten wurden dann verschlossen fiir 5 Minuten auf
einem Schiittler inkubiert, bevor die Polylysin-Losung abgesaugt und die Platten mit pyrogenfreiem
Wasser gewaschen wurden. Danach wurde die offenen Platten fiir mindestens 2 Stunden unter der
Sterilwerkbank getrocknet und anschlieBend verschlossen bei 4 °C gelagert, bis sie fiir die weitere

Verwendung bereit war.

Tabelle 2.67: Volumina fiir die Beschichtung der Zellkulturplatten mit Polylysin-Losung

Plattentyp Polylysin-Losung Pyrogenfreies Wasser
24-Well 100 pl 500 ul
96-Well 42 ul 100 pl

2.2.2 THP-1 Monozyten und Makrophagen

Bei THP-1 Zellen handelt es sich um eine humane monozytire Zelllinie, die in der medizinischen
Forschung héufig zur Untersuchung des Immunsystems und der Entziindungsreaktionen verwendet wird.
Die Zellen wurden aus dem peripheren Blut eines ménnlichen Patienten mit akuter myeloischer
Leuké@mie isoliert und kdénnen in vitro in makrophagenihnliche Zellen differenziert werden. THP-1
Monozyten liegen als Suspensionszellen vor und wurden von Passage 2 bis 25 verwendet. Die aus den
THP-1 Monozyten differenzierten makrophagendhnlichen THP-1 Zellen sind adhérent und werden im
weiteren Verlauf dieser Arbeit als THP-1 Makrophagen betitelt.

2.2.21 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von THP-1 Monozyten

Die THP-1 Monozyten wurden in komplementiertem RPMI 1640 Medium (Tabelle 2.8) bei einer
Zellzahl von 0,1 bis 1 Millionen Zellen pro Milliliter kultiviert. Alle 3 bis 4 Tage wurde das
Zellkulturmedium gewechselt und die Zellen passagiert. Um die Zellen zu passagieren, wurde zunichst
der Inhalt der Zellkulturflasche in ein 50 ml Rohrengefaf3 {iberfiihrt und gut durchmischt. Mithilfe eines
Zellzéhlgerits (Luna fl) wurde die Zellzahl bestimmt. Die benétigte Zellzahl wurde dann in ein neues

50 ml Rohrengefal tiberfiihrt und anschlieBen fiir 5 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert.
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Danach wurde das alte Zellkulturmedium abgesaugt. Zum verbliebenen Zellpellet wurde frisches
komplementiertes RPMI 1640 Medium zugefiigt, sodass eine Zellkonzentration von 0,1 Millionen Zellen
pro Milliliter erhalten wurde. Diese Suspension wurde gut durchmischt und anschlieBend in
Zellkulturflaschen iiberfiihrt, die bei 37 °C im Brutschrank kultiviert wurden. Zum Einfrieren wurden 3
bis 5 Millionen Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium fiir THP-1 Zellen (Tabelle 2.9) suspendiert und in
Kryorohrchen iiberfithrt. Die KryorShrchen wurden in eine mit 100%igem Isopropanol gefiillten
Einfrierbox tiberfithrt und zunédchst 24 Stunden in der Einfrierbox bei -80 °C schonend heruntergekiihlt
und daraufhin in einen Stickstofftank {iberfiihrt. Die Einfrierboxen konnten insgesamt 5 Mal verwendet
werden, bevor das darin enthaltene 100%ige Isopropanol gewechselt werden musste. Um die Zellen nach
der Lagerung im Stickstofftank aufzutauen, wurden die Kryordhrchen kurz ins Wasserbad bei 37 °C
gegeben, bis die Zellsuspension aufgetaut war. Danach wurde die Zellsuspension in ein mit 10 ml
komplementiertem RPMI 1640 Medium befiilltem 15ml Rohrengefdl iberfiihrt. Nach der
Zentrifugation wurde das alte Medium abgesagt. Das Zellpellet, das aus 3 bis 5 Millionen Zellen bestand,
wurde in 20 ml frisches komplementiertes RPMI 1640 resuspendiert. Die Zellsuspension wurde
anschlieBend in eine T75 cm?* Zellkulturflasche iiberfiihrt und 4 Tage im Brutschrank bei 37 °C gelagert,
bevor erneut passagiert wurde. Bevor die THP-1 Monozyten verwendet wurden, wurden sie 2 Mal

passagiert.

2.2.2.2 Differenzierung von THP-1 Monozyten zu THP-1 Makrophagen

Um THP-1 Monozyten zu THP-1 Makrophagen zu differenzieren, wurden die Zellen mithilfe eines
Zellzéhlgerits (Luna 1) gezdhlt und die gewiinschte Zellzahl in ein 25 ml Réhrengefal tiberfiihrt. Nach
Zentrifugation wurde das alte Medium abgesaugt und frisch hergestelltes Differenzierungsmedium
(Tabelle 2.10) hinzugegeben, sodass eine Zellkonzentration von 0,4 Millionen Zellen pro Milliliter
erreicht wurde. Die Zellsuspension wurde in 6-, 24- oder 96-Well Platten ausgesit (jeweilige Volumina
siche Tabelle 2.68) und anschliefend wurden die Platten fiir 48 Stunden im Brutschrank bei 37 °C
gelagert. Durch das PMA-haltige Differenzierungsmedium wurden die THP-1 Zellen adhérent, sodass
nach 48 Stunden, der Uberstand einfach abgesaugt werden konnte. Die Zellen wurden mit warmen PBS
gewaschen, bevor PMA-freies komplementiertes RPMI 1640 zugefiigt wurde. Nach Ablauf von 24
Stunden Inkubationszeit konnten die ausdifferenzierten THP-1 Makrophagen fiir weitere Experimente

verwendet werden.
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Tabelle 2.68: Verwendete Zellsuspensionsvolumina zum Einsien von THP-1 Zellen

Plattenart Volumina der Zellsuspension
6-Well 2 ml

24-Well 1 ml

96-Well 0,1 ml

223 THP-1 KO NLRP3 Monozyten und Makrophagen

THP-1 KO NLRP3 Zellen wurden aus der humanen monozytéren THP-1 Zelllinie durch Deletion der N-
terminalen Region des NLRP3-Gens gewonnen. Es wird nur ein inaktives C-terminales
NLRP3-Fragment exprimiert (210). Daher sind THP-1 KO NLRP3-Zellen geeignet, um die
Abhingigkeit der IL-1B-Freisetzung durch verschiedene Stimuli vom NLRP3-Inflammasom zu
untersuchen.

Die THP-1 KO Monozyten wurden von der Firma Invivogen erworben und wurden bis Passage 20

verwendet.

2.2.3.1 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von THP-1 KO Makrophagen

Die THP-1 KO NLRP3 Monozyten wurden bei einer Zellzahl von 0,5 bis 2 Millionen Zellen pro
Milliliter kultiviert und alle 3 bis 4 Tage passagiert. Dabei erfolgte die Kultivierung abwechselnd in
Wachstumsmedium (Tabelle 2.12) und Selektionsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten (Tabelle
2.13).

Um die Zellen zu passagieren, wurden die Zellen zunichst mit einem Zellzdhlgerits (Luna 1) gezéhlt
und die benoétigte Zellzahl in ein neues 50 ml Rohrengefal {iberfiihrt. Nach Zentrifugation fiir 5 Minuten
mit 200 g bei Raumtemperatur wurde das alte Zellkulturmedium abgesaugt und unter Zugabe von
Wachstums- bzw. Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten (abwechselnd) eine
Zellkonzentration von 0,5 Millionen Zellen pro Milliliter hergestellt. Diese Suspension wurde gut
durchmischt und anschlieBend in Zellkulturflaschen tiberfiihrt, die bei 37 °C im Brutschrank kultiviert
wurden.

Die THP-1 KO NLRP3 Monozyten wurden analog zu den THP-1 Monozyten aufgetaut und eingefroren
(Kapitel 2.2.2.1), wobei zum Auftauen das Wachstumsmedium (Tabelle 2.12) und zum Einfrieren das
Einfriermedium fiir THP-1 KO NLRP3 Monozyten (Tabelle 2.14) verwendet wurde.

2.2.3.2 Differenzierung von THP-1 KO NLRP3 Monozyten zu Makrophagen

Die Differenzierung von THP-1 KO NLRP3 Makrophagen erfolgte analog zu den THP-1 Makrophagen
(Kapitel 2.2.2.2), wobei fiir die Differenzierung das Differenzierungsmedium fiir THP-1 KO NLRP3
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Makrophagen (Tabelle 2.16) und fiir die Ruhephase und anschlieBenden Stimulationsversuche das
Stimulationsmedium fiir THP-1 KO NLRP3 Zellen (Tabelle 2.15) verwendet.

224 U937 Monozyten und Makrophagen

U937 ist eine promonozytire, humane myeloische Leukidmiezelllinie, die aus dem histiozytiren
Lymphom eines 37-jahrigen Mannes isoliert wurde (211). Diese Zelllinie weist viele Merkmale von
Monozyten auf und kann in vitro in makrophagendhnliche Zellen differenziert werden (212). Die
Differenzierung von U937 Monozyten in Makrophagen kann durch verschiedene Methoden erreicht
werden. Eine hdufig verwendete Methode ist die Behandlung der U937 Zellen mit PMA (213,214). Bei
U937 Zellen handelt es sich um Suspensionszellen, die nach Differenzierung zu U937 Makrophagen
adhirent werden. Die U937 Zelllinie wurde von uns mit der Passage 19 von der Firma CLS erworben

und wurde von Passage 21 bis 38 verwendet.

2241 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen der U937 Monozyten

Die U937 Zellen wurden analog zu den THP-1 Monozyten kultiviert, eingefroren und aufgetaut (Kapitel
22.210).

2.24.2 Differenzierung von U937 Monozyten zu U937 Makrophagen

Zur Differenzierung der U937 Monozyten in U937 Makrophagen wurde eine Zellkonzentration von 0,2
Millionen Zellen pro Milliliter in frisch hergestelltem PMA-haltigen Differenzierungsmedium hergestellt
(Tabelle 2.10). Die Zellsuspension wurde analog zu den THP-1 Makrophagen ausgesit (jeweilige
Volumina siehe Tabelle 2.68). Die Zellen wurden fiir 72 Stunden in dem PMA-haltigen
Differenzierungsmedium im Brutschrank bei 37 °C gelagert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
warmen PBS gewaschen. Danach erfolgte die Zugabe von PMA-freiem komplementiertem RPMI 1640,
das fiir 24 Stunden inkubiert wurde. Nach Ablauf von 24 Stunden Inkubationszeit konnten die

ausdifferenzierten U937 Makrophagen fiir weitere Experimente verwendet werden.

225 Periphere, mononuklearen Blutzellen aus Humanblut

Zur Gewinnung von PBMCs aus Humanblut wurden Buffycoats aus der Hamatologie des
Universitétsklinikums Bonn verwendet. Das den anonymen Spender*innen entnommene, venose Blut
wurde durch Zentrifugation aufgetrennt, sodass das Buffycoat-Blut gewonnen werden konnte.
Buffycoat-Blut ist plasma- und erythrozytenarm. Die im Buffycoat-Blut enthaltenen PBMCs setzen sich
hauptséchlich aus Monozyten. und Lymphozyten zusammen. Zusétzlich sind in Buffycoat-Blut geringe

Restanteile an Thrombozyten, Granulozyten und Erythrozyten enthalten.
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2.2.51 Isolation von peripheren, mononukledren Blutzellen aus Buffycoat-Blut

Zur Isolierung der PBMCs wurde die Dichtezentrifugation verwendet. Dazu wurden 15 ml
Dichtezentrifugationsmedium in ein 50 ml R6hrengefa3 vorgelegt und anschlieBend vorsichtig 35 ml des
1:3 mit PBS-EDTA (Tabelle 2.17) verdiinnten Buffycoat-Bluts hinzugegeben, sodass sich beide Phasen
nicht mischten. AnschlieBend wurde das geschichtete Buffycoat-Blut bei 400 g fiir 45 Minuten bei
Raumtemperatur ohne Bremse zentrifugiert. Durch die Zentrifugation wurde das Buffycoat-Blut in seine
einzelnen Bestandteile aufgetrennt und es zeigte sich eine Schichtung wie in Abbildung 2.1 dargestellt.
Die Plasmaschicht auf den PBMCs wurde zunichst grofitenteils abgenommen. Dann wurden die PBMCs
mithilfe einer 1000 pl Eppendorf-Pipette in ein neues 50 ml Falcon iiberfiihrt und mit PBS-EDTA auf
ein Volumen von 50 ml aufgefiillt. Nach zehnminiitiger Zentrifugation bei 300 g bei Raumtemperatur
(mit Bremse) wurden die sedimentierten PBMCs mit 50 ml kaltem PBS-EDTA resuspendiert.
AnschlieBend folgten drei weitere Waschschritte mit 50 ml kaltem PBS-EDTA, wobei jeweils 15
Minuten mit 200 g bei 4 °C (mit Bremse) zentrifugiert wurde. Vor der Zentrifugation des dritten
Waschgangs wurden 18 ul Zellsuspension fiir die Zellzahlbestimmung entnommen und mit 2 pl des
Fluoreszenzfarbstoffs Acridine Orange gemischt, mit dessen Hilfe die genaue Anzahl der lebenden
PBMCs im Zellzdhlgeréts (Luna fl) bestimmt werden konnte. Das Zellpellet wurde anschliefend in
komplementiertem RPMI (Tabelle 2.8) resuspendiert, sodass eine Zellzahl von 40 Millionen Zellen pro
Milliliter erreicht wurde. Je 125 pul der Zellsuspension wurden pro Vertiefung einer 24-Well Platte mit
einer Eppendorf-Pipette pipettiert, sodass pro Well 5 Millionen PBMCs enthalten waren. AnschlieBend
wurden die Versuche gestartet, indem 125 pl komplementiertes Medium oder Stimulationsreagenz

zugefiigt wurde.

Zentrifugation

> Plasma
400 g, 45 min, RT

J1PBMCs |—>

verdiinntes
Buffycoat-Blut

! Dichtezentrifugations-|:

medium ] Erythrozyten

PBMCs

Abbildung 2.1: Isolierung von PBMCs aus Buffycoat. Das Buffycoat-Blut wird verdiinnt und auf
Dichtezentrifugationsmedium geschichtet. Die anschlieBende Zentrifugation trennt das Blut in die
verschiedenen Schichten auf. Dadurch kann die PBMC Zellschicht anschlieBend abgenommen werden. Nach
einer Reihe von Waschschritten konnen die PBMCs in komplementiertem RPMI 1640 Medium

aufgenommen und ausgesit werden.
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2.2.6 HEK293 Zellen

Die HEK293 Zelllinie wurde durch Transformation einer humanen embryonalen Nierenzelle mit dem
humanen Adenovirus Typ 5 Ende der 1970er Jahre hergestellt (215). HEK293 Zellen zeichnen sich durch
ein adhirentes Wachstum aus. Da sie sich effizient transfizieren lassen, wurde die HEK293 Zelllinie fiir
die Transfektion mit dem humanen P2X7-Rezeptor gewéhlt, um die rezeptorspezifische Signalkaskade

zu untersuchen.

2.2.6.1 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen der HEK293 Zellen

Die HEK?293 Zellen wurden in Wachstums- und Stimulationsmedium fiir HEK293 Zellen (Tabelle 2.18)
kultiviert. Dabei handelt es sich um ein Medium auf Basis von DMEM mit hohem Glukoseanteil. Alle 3
bis 4 Tage, wenn eine 70-80%ige Konfluenz der Einzelschicht vorlag, wurden die Zellen passagiert.
Dafiir wurde zunichst das Medium in der Zellkulturflasche vorsichtig abgesaugt und die Zellen mit 10 ml
warmem PBS gewaschen. Danach wurden 3 ml TrypLE Express hinzugegeben und nach einer
Inkubationszeit von 5 Minuten bei 37 °C wurden die Zellen durch Klopfen vom Boden der
Zellkulturflasche abgeldst. Durch Hinzufiigen von 12 ml Wachstums- und Stimulationsmedium wurde
die Reaktion abgestoppt. Nach Durchmischung mit einer serologischen Pipette wurde die Zellsuspension
in ein 50 ml Rohrengefal tiberfiihrt. 10 ul der Zellsuspension wurden mit 10 ul Trypan Blau Losung
gemischt und die Zellzahl wurde anschlieBend mithilfe eines Zellz&hlgeréts (Luna fl) bestimmt. Die
restlichen Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Nach dem
Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in Wachstums- und
Stimulationsmedium resuspendiert. Pro Passagierintervall wurden 2 bis 3 Millionen Zellen in 16 ml
Wachstums- und Stimulationsmedium in einer 75 cm?* Kulturflasche kultiviert.

Zum FEinfrieren wurden 3 bis 5 Millionen Zellen in 1 ml kaltem Einfriermedium fiir HEK293
ZellenTabelle 2.19) suspendiert und in Kryordhrchen tiberfiihrt. Bevor die Zellen in den Stickstofftank
iiberfiithrt wurden, erfolgte das Einfrieren fiir 24 Stunden in der Einfrierbox bei -80 °C, analog zu den
THP-1 Zellen (Kapitel 2.2.2.1). Zum Auftauen wurden die Kryor6hrchen kurz ins Wasserbad bei 37 °C
gegeben. Danach wurde die Zellsuspension in ein mit 10 ml Wachstums- und Stimulationsmedium
(Tabelle 2.18) befiilltes 15 ml Rohrengefal3 tiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde wie oben beschrieben
zentrifugiert, danach wurde das alte Medium abgesagt. Das Zellpellet wurde in 12 ml frischem
Wachstums- und Stimulationsmedium resuspendiert. AnschlieBend wurde die Zellsuspension in eine T75
cm? Zellkulturflasche iiberfiihrt und die Zellkulturflasche wurde geschwenkt, sodass sich die Zellen gut
verteilten. Die Zellen wurden Tage im Brutschrank bei 37 °C gelagert, bis eine 70-80%ige Konfluenz

erreicht war.
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2.2.6.2 Transfektion der HEK293 Zellen mit hP2X7-Rezeptor

Die Transfektion von DNA in eukaryotische Zellen ist eine hiufige Methode zur Untersuchung
biologischer Mechanismen. Mithilfe von Polyethylenimin (PEI), einem stabilen kationischen Polymer,
kann DNA in eine Wirtszelle transfiziert werden (216). PEI kondensiert DNA zu positiv geladenen
Partikeln, die sich an anionische Zelloberflichen binden. Folglich wird der DNA-PEI-Komplex von den
Zellen endozytiert und die DNA in das Zytoplasma freigesetzt (217).

In dieser Arbeit wurden HEK293 Zellen mit hP2X7-Rezeptor transfiziert. Dafiir wurde das Plasmid
pUNO1-hP2RX7 verwendet. Als Kontrollplasmid wurde pUNO1-mcs verwendet. Anstelle des Gens fiir
den P2X7-Rezeptor hat das Kontrollplasmid eine Multiple-Klonierungsstelle (Multiple cloning site,
mcs). Zellen, die mit dem Kontrollplasmid transfiziert wurden, dienten spéter als Kontrolle, um die
Einflisse der Transfektion ausschlieBen zu konnen. Einen Tag vor der Transfektion wurden 0,625
Millionen Zellen in 2,625 ml Transfektionsmedium fiir HEK293 Zellen (Tabelle 2.21) in einer mit
Polylysin-Losung beschichteten 6-Well-Platte (Kapitel 2.2.1) ausgesdt. Die Platte wurde dann fiir
ungefihr 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert, bis die Zellen eine Konfluenz von 60-80 %
aufwiesen. Im Anschluss wurde das alte Medium vorsichtig abgesaugt und pro Well 2,7 ml
Transfektionsmedium mit einer Eppendorf-Pipette hinzugefiigt. Die Platte wurde fiir 4 Stunden bei 37 °C
im Brutschrank inkubiert.

In der Zwischenzeit wurde der Plasmid-PEI-Komplex hergestellt. Das Endverhéltnis von Plasmid/PEI
betrug 1:4 und pro Well wurden 0,3 ml Plasmid-PEI-Komplex benétigt. Dafiir wurden zunéchst die
Plasmid- und PEI-Losungen einzeln in je 150 ul OptiMEM-Medium hergestellt, die anschlieend je 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurden. Die erforderlichen Mengen DNA und PEI-Ldsung
(Tabelle 2.20) konnen der Tabelle 2.69 entnommen werden. Danach wurde die PEI-Verdiinnung langsam
zur DNA-Losung getropft. Damit sich der Plasmid-PEI-Komplex bildet, wurde die Mischung weitere 30

Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.

Tabelle 2.69: Verwendete Mengen zur Herstellung des Plasmid-PEI-Komplexes

Plattenart Verdiinnungsreagenz DNA PEI
(OptiMEM) pro Well gesamt
6-Well 0,3 ml 3ug 12 pl

Nach Ablauf der 4-stiindigen Inkubationszeit wurden pro Well 0,3 ml Plasmid-PEI-Komplex vorsichtig
zu den 2,7 ml Transfektionsmedium hinzugefiigt. Nach 48 Stunden Inkubation im Brutschrank wurde
das alte Medium durch frisches Transfektionsmedium ersetzt und die Platte fiir weitere 24 Stunden
inkubiert. AnschlieBend wurde jedes Well mit 3 ml warmen PBS gewaschen. Zum Ablosen der Zellen
erfolgte die Zugabe von 500 pl TrypLE Express. Nach 3 Minuten Inkubation bei 37 °C wurde die
Reaktion durch Zugabe von 2,5 ml Wachstums- und Stimulationsmedium fiir HEK293 Zellen (Tabelle
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2.18) gestoppt. Die Zellen wurden in ein R6hrengefal3 tiberfiihrt und mit Hilfe des Zellzihlgerits (Luna
fl) gezihlt. Die bendtigte Zellmenge wurde in ein neues Rohrengefdf iiberfiihrt und 5 Minuten mit 200 g
bei Raumtemperatur zentrifugiert. AnschlieBend wurde frisches Wachstums- und Stimulationsmedium
fiir HEK293 zugegeben, sodass die gewiinschte Zellkonzentration fiir den jeweiligen Versuch erreicht

wurde. Anschliefend konnten die Zellen ausgesit und das Experiment gestartet werden.

2.2.7 HEK Blue IL-1B Zellen

HEK Blue IL-1p Zellen wurden aus der humanen embryonalen Nierenzelllinie HEK293 entwickelt, um
bioaktives IL-1PB nachzuweisen. HEK Blue IL-1B-Zellen exprimieren den IL-1 Rezeptor und einen
NF-kB/AP-1-induzierbaren Reporter fiir sekretierte embryonale alkalische Phosphatase (SEAP). Die
Stimulation des IL-1 Rezeptors durch beispielsweise bioaktives IL-1p, 16st eine Signalkaskade aus, die
zur Aktivierung von NF-kB/AP-1 und zur anschlieBenden Produktion von SEAP fiihrt. SEAP wird ins
Zellkulturmedium abgegeben und kann ein Substrat (z. B. QUANTI-Blue) umsetzen. Dadurch wird ein
Farbumschlag von violett nach blau erreicht. Durch Ablesen der optischen Dichte (OD) bei 620 nm kann
die SEAP-Konzentration bestimmt werden (Kapitel 2.4.1). Diese Zellen eignen sich deshalb zur
Uberwachung der IL-1B-Freisetzung in Studien zur NLRP3-Inflammasom-Aktivierung. In dieser Arbeit
wurden HEK Blue IL-1p Zellen verwendet, um Uberstinde zuvor aktivierter THP-1 Zellen und PBMCs

auf die Freisetzung von bioaktivem IL-1 zu untersuchen.

2.2.71 Kultivierung, Einfrieren und Auftauen von HEK Blue IL-18 Zellen

Die HEK293 Zellen wurden in Selektionsmedium fiir HEK Blue IL-1 Zellen (Tabelle 2.23) kultiviert.
Alle 3 bis 4 Tage, wenn eine 70-80%ige Konfluenz der Einzelschicht vorlag, wurden die Zellen
passagiert. Beim Passagieren wurde die Zellen analog zu den HEK293 Zellen behandelt, wobei zum
Abldsen der Zellen kein TrypLE Express verwendet wurde. Stattdessen wurden die Zellen nach der
Zugabe von 10 ml PBS durch Klopfen vom Boden der Zellkulturflasche abgelst und die Zellsuspension
in ein 50 ml Rohrengefdl tiberfithrt. Nachdem die Zellen mit Trypan Blau Losung mithilfe eines
Zellzéhlgerits (Luna fl) gez&hlt wurden, wurden sie fiir 5 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur
zentrifugiert. Nach dem Zentrifugationsschritt wurde der Uberstand abgenommen und das Zellpellet in
Selektionsmedium fiir HEK Blue IL-1B Zellen resuspendiert. Pro Passagierintervall wurden 2 bis 3
Millionen Zellen in 16 ml Selektionsmedium in einer 75 cm? Kulturflasche kultiviert.

Das Einfrieren erfolgte analog zu den HEK293 Zellen (Kapitel 2.2.6.1), allerdings wurde zum Einfrieren
das Einfriermedium fiir HEK Blue IL-1f Zellen (Tabelle 2.24) und zum Auftauen das Basalmedium fiir
HEK Blue IL-1B Zellen (Tabelle 2.22) verwendet.
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2.2.7.2 Einsaen der HEK Blue IL-1B fiir Testung der Uberstinde zuvor aktivierter
Zellen auf bioaktives IL-18

Um die HEK Blue IL-1p Zellen auszuséen, wurden die Zellen wie beim Passagieren behandelt. Nachdem
die Zellen gezéhlt wurden, wurde die bendtigte Zellmenge in ein 50 ml Rohrengefdl iiberfiihrt.
AnschlieBend wurden die Zellen zentrifugiert, das alte Medium abgesaugt und Basalmedium (Tabelle
2.22) hinzugegeben, sodass eine Zellkonzentration von 0,3 Millionen Zellen pro Milliliter erreicht wurde.
Um den Uberstand der aktivierten Zellen (= Proben) auf bioaktives IL-1p zu untersuchen, wurden 50 ul
des Uberstands der Proben pro Well in eine 96-Well Platte gegeben. Die Zugabe erfolgte in Duplikaten.
In separate Wells wurde zusétzlich 50 pl humanes IL-1f in einer Konzentration von 0,25 pl/ml pipettiert,
was spéter als Positivkontrolle diente. Anschlieend wurden in jedes verwendete Well 150 pl der zuvor
hergestellten HEK Blue IL-1B Zellsuspension von 0,3 Millionen Zellen pro Milliliter mit einer
Multikanalpipette zugefiigt. Die Platte wurde fiir 20 Stunden bei 37 °C im Inkubator inkubiert, damit
eine Konfluenz von ca. 80 % erreicht wurde. Anschlieend konnten die Zellen fiir den SEAP-Reporter-

Test verwendet werden (Kapitel 2.4.1 und Abbildung 2.2).

2.2.8 Mykoplasmentest

Mykoplasmen sind kleine, zellwandlose Bakterien, die intra- und extrazelluldr leben kdnnen. Sie sind
eine der haufigsten Kontaminationen der Zellkultur. Sie behindern das zelluldre Wachstum und kénnen
Ergebnisse verfilschen. Da sie gegen die meisten Standardantibiotika resistent und lichtmikroskopisch
nicht sichtbar sind, bleiben sie hédufig unentdeckt. Um zu iberpriifen, ob Zellkulturflaschen bzw.
Zelllinien mit Mykoplasmen kontaminiert sind, muss also die bakterielle DNA mittels PCR
nachgewiesen werden.

Fiir die Untersuchung der Zellen auf Mykoplasmen, wurden in regelméBigen Abstéinden 1 ml Probe aus
der Zellkulturflasche der jeweiligen Zelllinie enthommen, wenn diese eine Konfluenz von ca. 80 %
erreicht hatten. Die Probe wurde in ein 1,5 ml Reaktionsgefa3 (PCR rein) {iberfiihrt und fiir 5 Minuten
mit 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Fiir den Nachweis von Mykoplasmen in THP-1-Zellen musste vorerst eine DNA-Extraktion aus den
Zellen erfolgen. Dies erfolgte mithilfe des InnuPREP DNA Kit der Firma Jena Bioscience. Dazu wurde
der Uberstand des 1,5 ml ReaktionsgeféBes abgesaugt. Das Zellpellet wurde zuerst mit 400 ul TLS und
25 ul Proteinase K bei 50 °C lysiert und anschlieBend mit 400 ul TBS Bindungslosung auf die Spin-
Sdulen iibertragen. Durch mehrmaliges Zentrifugieren (13000 g, 1 Minute, 20 °C) wurde die Séule zuerst
mit 500 ul HS Losung und anschlieBend mit 750 pul MS Losung gewaschen, sodass die DNA in der Sdule
verbleibt und andere Zellbestandteile entfernt werden. Zum Schluss wurde die DNA mit 200 pl Elution

Buffer eluiert. Es wurden Filterspitzen verwendet, um DNasen von der Probe fernzuhalten.
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Bei den anderen Zelllinien konnten eventuell vorhandene Mykoplasmen im Uberstand, das heift ohne
vorherige DNA-Extraktion, nachgewiesen werden. Nach der Zentrifugation wurden 500 pl des
Uberstandes enthommen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefil (PCR rein) iiberfiihrt und auf 95 °C
erhitzt, um verbleibende Zellen zu zerstéren. Anschlieend wurden die Proben fiir 15 Sekunden bei
11000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgenommen und das Zellpellet verworfen.

Jeweils 2 pl der extrahierten THP-1-DNA oder der Uberstinde wurden fiir den Mykoplasmen-Test
verwendet. Fiir die weiteren Arbeitsschritte wurden Filterspitzen verwendet sowie weitere
Verbrauchsmaterialien, die die bendtigte Reinheit fiir die PCR-Analytik aufwiesen. Die Proben wurden
auf Eis gelagert.

Bei der Polymerase-Kettenreaktion (polymerase chain reaction, PCR) wird ein bestimmtes DNA-
Fragment, sofern vorhanden, amplifiziert. Um das Fragment festzulegen, werden spezifische Primer
verwendet. Hier wurden Primer eingesetzt, die Mykoplasmen-DNA-Abschnitte binden, sodass nur diese
von der Polymerase vervielféltigt werden konnen. Eine Amplifikation von DNA in der Probe wire ein
Hinweis darauf, dass sich Mykoplasmen in der Zellkultur befinden. Fiir den Mykoplasmen-Test wurde
mit Hilfe des Venor®GeM Classic Kit der Firma MB Minerva Biolabs ein Master-Mix hergestellt, der
Reaktionspuffer, Primer/Nukleotid Mix, eine interne Kontrolle und die Taq Polymerase enthielt (Tabelle
2.27). Fiir jeden Test wurden neben den Proben auch eine Positivkontrolle (enthilt Mykoplasmen-DNA)
und eine Negativkontrolle (Wasser statt der Probe) inkludiert. Fiir die im Master-Mix enthaltene interne
Kontrolle waren ebenfalls Primer enthalten, die im Falle einer fehlerfreien PCR dieses DNA-Fragment
amplifizierten. Die interne Kontrolle wurde implementiert, um mdgliche falsch negative Ergebnisse zu
verhindern, beispielsweise wenn die PCR nicht ordnungsgemédf funktioniert hat, Inhibitoren die
Ergebnisse beeinflusst haben oder bereits bei der DNA-Extraktion Fehler aufgetreten sind. Die Tag-
Polymerase ist hitzestabil und héngt die passenden dNTP an die Primer an, wenn diese an ihr Template
gebunden haben. Sie knliipft eine Phosphatesterbindung und synthetisiert in jedem Zyklus einen
komplementéren Strang zum Template.

Zu je 21,2 pl des Mastermixes, der in 0,2 ml Reaktionsgefdf3 aliquotiert wurde, wurden 2 pl der Proben
bzw. der positiven Kontrolle oder Wasser gegeben. Die Proben wurden kurz zentrifugiert und in ein
PCR-Gerit (QPCR System qTOWER®G touch) iiberfiihrt. Im Thermocycler liefen die Temperaturzyklen
nach folgendem Schema hab (Tabelle 2.70): Denaturierung der doppelstringigen DNA- Fragmente bei
95 °C. Die Primer lagern sich an die passenden Sequenzen der Einzelstringe bei 55 °C an. Bei 72°
synthetisiert die Tag-Polymerase den komplementéren Stang. Die entstandenen Doppelstringe 16sen sich
wieder voneinander bei 95 °C und so weiter. So werden die gesuchten Fragmente in 39 Zyklen stark

amplifiziert.
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Tabelle 2.70: PCR Amplifikation fiir den Mykoplasmen-Test

ZyKklen Temperatur und Zeit
1 Zyklus 95 °C, 2 min
39 Zyklen 94 °C, 30 sec
55 °C, 30 sec
71 °C, 30 sec
Halten 4 bis 10 °C

Um die PCR-Produkte auszuwerten, wurde eine Agarose-Gelelektrophorese durchgefiihrt. Dafiir wurden
zuerst 250 ml TBE-Puffer (1x) hergestellt, indem der 5x TBE-Puffer (5x konzentriert) (Tabelle 2.26) 1:5
mit doppelt demineralisiertem Wasser verdiinnt wurde. AnschlieBend wurde ein 1,5%iges Agarosegel
mit SYBR Safe hergestellt (Tabelle 2.28), indem die hergestellte Losung in das Gelelektrophoresesystem
Mini-Sub Cell GT horizontal gegossen wurde. Das Gel wurde in die Gelelektrophoresekammer gelegt
und die Kammer mit 1x TBA-Puffer aufgefiillt und anschlieBend der Kamm aus dem Gel gezogen. 10 pul
Proben wurden mit 2 pl Cyan/Orange Ladepuffer auf einem Parafilmstreifen vermischt und 10 pl davon
in die Taschen des Agarosegels geladen. Fiir die DNA-Leiter wurden 2 pl Cyan/Orange Ladepuffer mit
2 pl der 50 Basenpaar DNA-Leiter und 8 pl PCR Wasser vermischt und ebenfalls 10 ul in die Tasche
des Gels pipettiert. Das Cyan/Orange machte es einfacher die Proben auf das Gel zu laden und zu
verfolgen, da ein Farbstoff hinter und einer als Laufmittelfront vor den DNA-Fragmenten 14uft. Die
Gelelektrophorese wurde bei einer Spannung von 170 V fiir ca. 60 Minuten durchgefiihrt. Die DNA-
Fragmente laufen aufgrund ihrer negativen Ladung zur Anode und werden je nach Lange unterschiedlich
stark im Gel zuriickgehalten. Die Gelelektrophorese wurde beendet, wenn die Cyan/Orange Bande eine
Lauthéhe von 7 cm erreicht hatte. Das Gel wurde entnommen und in ein Geldokumentationsgerit
(BioRad Imager, ChemiDoc MP) iiberfithrt. Durch das im Agarosegel enthaltene SYBR Safe, ein
Cyaninfarbstoff, der DNA bindet, blaues Licht absorbiert und griines Licht emittiert, konnte die
amplifizierte DNA als Banden im BioRad Imager sichtbar gemacht werden. Durch den Vergleich mit
der DNA-Leiter, die DNA-Fragmente bekannter Linge enthélt, konnte auch die FragmentgroBe der
Proben bestimmt werden. Bei der Negativkontrolle sollte eine Bande bei 191 Basenpaaren und bei der
Positivkontrolle eine zusétzliche Bande bei 265 bis 278 Basenpaaren zu sehen sein. Wurde in der Probe
nur eine Bande bei 190 Basenpaaren festgestellt, konnte eine Mykoplasmenkontamination

ausgeschlossen werden.
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2.3 Zellstimulation und Einsatz von Inhibitoren

2.31 Zellstimulation und Einsatz von Inhibitoren

Um die zelluldren Signalwege zu untersuchen, die durch bestimmte Substanzen ausgeldst wurden,
wurden Zellen zunichst auf unterschiedliche Weise unter aseptischen Bedingungen stimuliert. Dariiber
hinaus diente die Verwendung spezifischer Inhibitoren wéhrend der Stimulation der genaueren
Charakterisierung der durch die stimulierenden Substanzen ausgeldsten Effekte.

Je nach Fragestellung wurden verschiedene Zellarten verwendet. Wenn nicht anders beschrieben, wurden

folgende Zellzahlen verwendet (Tabelle 2.71).

Tabelle 2.71: Zellartspezifische Zellzahlen fiir Stimulationsversuche

Zellart Zellzahl

U937 Makrophagen 0,2 Mio. Zellen
THP-1 Monozyten 3 Mio. Zellen
THP-1 Makrophagen 0,4 Mio. Zellen
THP-1 KO NLRP3 Makrophagen 0,4 Mio. Zellen
PBMCs 0,5 Mio. Zellen

Die folgende Tabelle (Tabelle 2.72) listet die Testsubstanzen in der verwendeten Arbeitskonzentration
auf, die sich an Herstellerempfehlungen und verfiigbaren Studien orientierten. Alle Stimulanzien wurde
stets in fiir die jeweilige Zellart beschriebenen Stimulationsmedien verdiinnt und unmittelbar vor Beginn

des Experiments hergestellt. Eine Ubersicht der verwendeten Stockldsungen findet sich in Tabelle 2.29.

Tabelle 2.72: Arbeitskonzentration der eingesetzten Stimulanzien

Stimulanzien Arbeitskonzentration

5-BDBD 25 uM

AB04598 1 uM

Ac-YVAD-cmk 40 uM

AEBSF 300 pM

Ap4 Sofern nicht anders angegeben 5 mM
ATP Sofern nicht anders angegeben 5 mM
Atorvastatin 20 uM

Bay 11-7082 20 uM

BzATP 30 uM

E64 10 uM

Fluvastatin 20 uM
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Kaliumchlorid 75 mM
LPS 1 pg/ml
LS-91 1; 10 uM
MCC950 10; 40 uM
Nigericin 10 uM
oxATP 300 uM
Pam>CSK4 1 pg/ml
Pam3;CSK4 1 pg/ml
Pepstatin A 50 uM
PPADS 100 pM
SAHA 10 uM
SLW118 1; 10 uM
SLW120 10 uM
Thalidomid 10 uM
Tubastatin A 1; 10 uM
z-VAD-fmk 40 uM

Fir Untersuchungen des NLRP3-Inflammasoms wurden Zellen fiir 3 Stunden in 250 pl
Stimulationsmedium mit Pam;CSK4, Pam;CSK4, LPS oder Wachstumsmedium vorinkubiert bzw.
geprimt. AnschlieBend wurden THP-1 Makrophagen, THP-1 KO NLRP3 Makrophagen und PBMC:s fiir
weitere 3 Stunden und THP-1 Monozyten fiir 6 Stunden mit Ap4, ATP, Nigericin oder BZATP stimuliert.
In ausgewihlten Experimenten wurde 1 Stunde vor Stimulation der nicht-kompetitive
P2X7-Rezeptorantagonist A804598, der irreversible P2X7-Rezeptorantagonist oxATP, P2X4-
Rezeptorantagonist 5-BDBD, P2-Rezeptorantagonist PPADS, NLRP3-Inhibitor MCC950 (CRID3) oder
Bay 11-7082, Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-cmk, Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk, Serinprotease-
Inhibitor AEBSF, Cysteinprotease-Inhibitor E64, oder der Aspartatprotease-Inhibitor Pepstatin A
hinzugefiigt. Um die Abhéngigkeit des K'-Effluxes zu untersuchen, wurde die Stimulation Pam;CSK4-
geprimter THP-1-Makrophagen in Gegenwart von Kaliumchlorid durchgefiihrt.

Um den Einfluss von HDAC6 an der NLRP3-vermittelten Entziindung zu untersuchen, wurde HDAC6
mittels PROTAC Strategie abgebaut. Dazu wurden die THP-1 Makrophagen 24 Stunden mit dem
PROTAC LS-91 oder der Kontrollsubstanz SLW-118 vorinkubiert, bevor anschlieBend das Priming und
die Stimulation erfolgten. Der HDACG6-Inhibitor Tubastatin A, der pan-HDAC-Inhibitor SAHA,
Thalidomid oder SLW 120 wurden in ausgewéhlten Experimenten nach Abschluss des Primings, 1 h vor
der Stimulation, hinzugefiigt.

Nach der Stimulation wurde der Zellkulturiiberstand entnommen und fiir die spatere Analysen mittels
ELISA in Reaktionsgefiale (1,5 ml) iiberfiihrt und bei -20 °C oder -80 °C gelagert. Die Zellen wurden

dagegen fiir die sich jeweils anschlieBende Analytik unterschiedlich aufbereitet.
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2.4 Methoden zur phanotypischen und funktionellen Charakterisierung

241 SEAP-Reporter-Test

Der SEAP-Reporter-Assay ermdglicht die Messung der transkriptionellen Aktivitdt in Abhéngigkeit von
bestimmten Stimuli. Dabei dient das SEAP-Gen als Reportergen fiir die Untersuchung der
Promoteraktivitdt in transfizierten eukaryotischen Zellen. Es wird in die Zelle transfiziert und ist an eine
bestimmte Promoterregion des Genoms gebunden. Werden die entsprechenden Transkriptionsfaktoren
aktiviert, fiihrt dies zu einer Produktion von SEAP, das anschlieBend von den Zellen sezerniert wird. Die
SEAP-Produktion der Zellen wird dann durch Zugabe eines speziellen Substrats gemessen, das von
SEAP zu einem kolorimetrisch messbaren Signal umgewandelt wird. Die Hohe des Signals ist ein Maf}
fiir die SEAP-Aktivitit in den Zellen und somit auch fiir die Aktivierung des untersuchten Signalwegs.
In dieser Arbeit wurden HEK Blue IL-1 Reporterzellen verwendet, die den IL-1 Rezeptors exprimieren
und mit dem SEAP-Reporter-Gen transfiziert waren. Eine Stimulation des IL-1 Rezeptors fiihrte zur
Freisetzung von SEAP in das Zellkulturmedium, das die QUANTI-blue Substratlésung kolorimetrisch
umsetzte und damit Riickschliisse auf die Menge des IL-1p im Zellkulturiiberstand der aktivierten, zu
untersuchenden Proben lieferte (Kapitel 2.2.7). Eine schematische Darstellung des SEAP-Reporter-Tests
ist in Abbildung 2.2 dargestellt.

Nachdem die HEK Blue IL-1B Zellen fiir 20 Stunden mit dem zu untersuchenden Uberstinden der
aktivierten Zellen inkubiert wurden (Kapitel 2.2.7.2), wurde die 96-Well Platte fiir 5 Minuten mit 200 g
bei 37 °C zentrifugiert. In der Zwischenzeit wurden in eine neue 96-Well Platte 180 ul QUANTI-blue
Substratlosung (Tabelle 2.31) pro Vertiefung mit Hilfe einer Multikanalpipette pipettiert. Nach der
Zentrifugation wurden mit der Multikanalpipette 20 ul des Uberstandes der HEK293 Reporterzellen zu
der QUANTI-blue Substratlosung zugefiigt. Als Blindwert diente die reine QUANTI-blue Losung. Die
Platte wurde bei 37 °C im Brutschrank fiir 30 bis 45 Minuten inkubiert, wobei alle 5 Minuten mit dem
Mikroplatten-Leser (Mithras2 LB 943: 620/10 BP) die Absorption gemessen wurde, bis die
Positivkontrolle (HEK Blue IL-1B Zellen, die mit 0,25 pg/ml humanen IL-1p inkubiert wurden) einen
Wert von 0,8 bis 1,2 erreicht hatte.
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Abbildung 2.2: SEAP-Reporter-Test mit HEK Blue IL-1p Reporterzellen. Uberstand aktivierter Zellen wird
mit HEK Blue IL-1p Zellen fiir 24 Stunden inkubiert. Durch Stimulation des IL-1 Rezeptors wird NF-kB-
vermittelt die Produktion von SEAP angeregt, das in das Zellmedium sekretiert wird. Die SEAP-Produktion
im Uberstand der HEK Blue Zellen kann durch Zugabe von QUANTI-blue Losung durch Messung der
optischen Dichte bei 620 nm bestimmt werden. Abbildung modifiziert nach (218).

242 Durchflusszytometrie

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode zur Analyse von Zellen, die auf der Messung und Analyse
des Lichts, das von den Zellen beim Durchgang durch einen Laserstrahl gestreut und emittiert wird,
basiert. Sie ermoglicht es, Zellen schnell und automatisch nach bestimmten Merkmalen zu sortieren und
zu zdhlen.

Nach der Vorbereitung der Probe wird sie durch einen Kanal im Durchflusszytometer geleitet, die mit
einer Lichtquelle und einer Reihe von Detektoren ausgestattet ist. Jede einzelne Zelle, die durch die
Kammer fliet, wird von einem Laserstrahl getroffen und reflektiert oder streut das Licht in
unterschiedlichen Winkeln, abhéngig von ihrer GréBe, Form und optischen Eigenschaften. Ein optisches
System sammelt das reflektierte oder gestreute Licht und erzeugt ein Signal, das von einem Detektor
detektiert wird. Durch Messung des Vorwirtsstreulichts kann eine Aussage {iber die Zellgrofe getroffen
werden, wihrend das Seitwartsstreulicht eine Aussage zur Granularitit der Zelle ermdglicht.

Werden die Zellen zuvor mit fluoreszierenden Farbstoffen markiert, die gezielt an bestimmte Molekiile
oder Zellbestandteile binden (z.B. fluoreszenzmarkierte Antikorper), regen die Laser die
Fluoreszenzfarbstoffe an, die dann Licht einer bestimmten Wellenlédnge emittieren. Die emittierte

Fluoreszenz wird dann von Detektoren erfasst. Durch im Durchflusszytometer verbaute Filter, die Licht
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einer bestimmten Wellenldnge durchlassen, konnen in verschiedenen Kandlen die
Fluoreszenzintensitdten gemessen werden. Dies ermoglicht es, verschiedene fluoreszierende Farbstoffe
gleichzeitig zu analysieren. In der Tabelle 2.73 sind die Laser und Fluoreszenzkanéle aufgelistet, mit der
das in unserem Labor vorhandene Durchflusszytometer CytoFlex ausgestattet war. AuBerdem wird

angegeben, welche Fluoreszenzfarbstoffe in welchem Kanal gemessen und analysiert wurden.

Tabelle 2.73: Cytoflex Durchflusszytometer

Wellenlinge Fluoreszenzkanal Name des Kanals | Gemessene Farbstoffe
488 nm 525/40 BP FITC FITC-gekoppelte
Antikorper, YO-PRO-1
585/42 BP PE PE-gekoppelte
Antikdrper
610/20 BP ECD
690/50 BP PCs5.5
780/60 BP PC7
638 nm 660/10 BP APC APC647-gekoppelte
Antikdrper, MACSPlex
Detektionsreagenz
712/25 BP APC-A700
780/60 BP APC-A750 APC-Fire750-
gekoppelte Antikorper
405 nm 450/45 BP PB450 BV471-gekoppelte
Antikdrper
525/40 BP KO525 Zombie Aqua
610/20 BP Violet610
660/10 BP Violet660
780/60 BP Violet780

In dieser Arbeit wurde die Durchflusszytometrie fiir die Bestimmung der Oberflichenmarker-
Expression, die YO-PRO-Féarbung, den Multiplex Assay und den Annexin V-FITC/Zombie Aqua

Zellviabilititstest verwendet.

2421 Probenvorbereitung

Der erste Schritt bei der Durchflusszytometrie war die Vorbereitung der Probe. Die Zellen wurden in
eine Suspension gegeben und auf die gewiinschte Konzentration gebracht. Dafiir wurde die benétigte

Zellmenge von U937 Monozyten oder THP-1 Monozyten in ein 50 ml Réhrengefdl3 tiberfiihrt.
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Damit adhdrente Zellen wie U937 Makrophagen, THP-1 Makrophagen, HEK293 oder PBMCs in
Suspension gebracht werden konnten, mussten die Zellen zuerst abgelost werden. Dazu wurde das alte
Medium vorsichtig von der Zellkulturflasche oder Zellkulturplatte abgesaugt und die Zellen mit PBS
gewaschen. AnschlieBend wurden pro 75 cm?® Zellkulturflasche 5 ml und pro Well einer 24-Well Platte
je 250 ul TrypLE Express hinzugefiigt und fiir 5 Minuten bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Nach
Ablauf der Inkubationszeit wurde kriftig am Boden der Zellkulturflasche oder Zellkulturflasche
geklopft, damit sich die Zellen ablosen. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 10 ml bzw. 750 pl
komplementiertem RPMI 1640 (Tabelle 2.8) gestoppt und die Zellsuspension wurde in ein 50 ml
RohrengefaB iiberfiihrt. Die Zellen wurden fiir 5 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert
und das alte Medium abgesaugt. Das Zellpellet wurde in 10 ml PBS resuspendiert und fiir die
Zellzahlbestimmung (Luna fl) wurden 10 pl Zellsuspension entnommen. Die restlichen Zellen wurden
erneut zentrifugiert.

Nach Zentrifugation von 5 Minuten mit 200 g wurde der Uberstand abgesaugt. AnschlieBend wurde PBS
zugefiigt, sodass eine Zellkonzentration von 1 Millionen Zellen pro Milliliter entstand und je 400 pl in
ein FACS Rohrengefal iiberfiihrt, sodass in jedem Gefall 0,4 Millionen Zellen enthalten waren. Nach
erneuter Zentrifugation konnte der Uberstand dekantiert werden und die Zellen waren fiir die folgenden

Férbeschritte bereit. Die Lagerung der Zellen erfolgte ab diesem Schritt auf Eis.

24.2.2 Bestimmung der Oberflaichenmarker-Expression

Um die U937 Makrophagen zu charakterisieren, wurde die Expression zellspezifischer
Oberflachenmarker mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Dafiir werden fluoreszenzgekoppelte-
Antikorper verwendet, die gezielt an zellspezifische Oberflichenproteine binden. Nach Anregung durch
Laser, emittieren die Fluoreszenzfarbstoffe Licht einer bestimmten Wellenldnge, das in verschiedenen
Kanélen gemessen wurde. Die Messung der Fluoreszenzintensitét bot Riickschliisse auf die in der Probe
enthaltenen Zellen, die positiv fiir den jeweiligen Farbstoff waren und demnach den jeweiligen
Oberflachenmarker exprimierten.

Zur Messung der Oberflachenmarker-Expression wurden die U937 Monozyten und Makrophagen in
Suspension gebracht und in FACS-Ro6hrengeféden verteilt, sodass pro Rohrengefil 0,4 Millionen Zellen
enthalten waren (Kapitel 2.4.2.1). Neben der zu untersuchenden Probe mussten genug Kontrollen
eingeschlossen werden, damit die Auswertung spiter korrekt erfolgen konnte.

Um die Autofluoreszenz der Zellen zu bestimmen, wurde eine ungefarbte Probe verwendet. Daneben
gab es eine Kontrolle mit toten Zellen, die nur mit dem Lebend-/Tot-Marker Zombie Aqua gefarbt
wurden. Da mehrere Fluoreszenzfarbstoffe gleichzeitig vermessen werden, ist es mdglich, dass sich die
Emissionsspektren der Farbstoffe iiberlagern und eine Kompensation erfolgen muss. Dafiir musste fiir

jeden Farbstoff eine einzel-gefirbte Kontrolle vorliegen, die nur mit dem jeweiligen
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fluoreszenzmarkierten Antikorper oder Zombie Aqua behandelt wurde. Um falsch-positive Ergebnisse
auszuschlieBen, wurden auBerdem fluoreszenz-minus-one (FMO) Kontrollen verwendet, die alle
fluoreszenzmarkierten Antikorper auler jeweils einen enthalten. FMO-Kontrollen wurden statt Isotyp-
Kontrollen verwendet.

Um eine Kontrolle mit toten Zellen zu erhalten, wurde die Probe fiir 20 Minuten bei 60 °C im Wasserbad
inkubiert. Die anderen Proben wurden in der Zwischenzeit auf Eis gelagert. Im Anschluss wurde
zentrifugiert (5 Minuten, 200 g, 4 °C). Nachdem der Uberstand dekantiert wurde, wurde PBS vorgelegt,
sodass nach Zugabe der Antikorper ein Endvolumen von 200 pl erhalten wurde.

Mit Ausnahme der ungeféarbten Kontrolle, wurden pro FACS-Roéhrengefd3 5 pl Human Tru Stain Fe-
Block hinzugegeben, damit unspezifische Bindungen der Antikorper an Fc Rezeptoren verhindert
werden konnte. Die Zellen wurden fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert.
AnschlieBend wurden 2 pl einer 1:20 verdiinnten Zombie Aqua Lésung (Endverdiinnung 1:500) und 5 pl
der fluoreszenzmarkierten Antikorper (Tabelle 2.74) hinzugegeben und weitere 15 Minuten auf Eis unter

Lichtausschluss inkubiert.

Tabelle 2.74: Verwendete fluoreszenzmarkierte Antikorper und Lebend-/Tot-Marker fiir die Bestimmung

der Oberflichenmarker-Expression mittels Durchflusszytometrie

Antikorper oder Marker Fluoreszenzkanal
Monoklonaler humaner CD14 Antikorper (Klon 63D3), APC/Fire750-konjugiert APC-A750
Monoklonaler humaner CD11b Antikdrper (Klon ICRF44), BV421-konjugiert PB450
Monoklonaler humaner CD11¢ Antikorper (Klon 3.9), PE-konjugiert PE

Monoklonaler humaner CD86 Antikorper (Klon IT2.2), AlexaFluor647-konjugiert APC
Monoklonaler humaner CD11b Antikdrper (Klon ICRF44), PE-konjugiert PE

Zombie Aqua KO252

Die Reaktion wurde anschlieBend durch Zugabe von 1 ml kaltem PBS abgestoppt und die Zellen bei 4 °C
zentrifugiert. Die Zellen wurden nun einmal mit 500 pl kaltem PBS und einmal mit 500 pl kaltem FACS-
Puffer gewaschen. AnschlieBend wurde das Zellpellet in 200 pl kaltem FACS-Puffer resuspendiert

vermessen. Die Auswertung erfolgte nach Kompensation im jeweiligen Fluoreszenzkanal (Tabelle 2.74).

24.2.3 YO-PRO-Farbung

Die YO-PRO-Férbung ist eine Methode, um die Aktivitit von P2X7-Rezeptoren zu messen. YO-PRO-1
ist ein zellmembranundurchléssiger Fluoreszenzfarbstoff mit Bindungsaffinitit an Nukleinséuren. Die
Aktivierung von P2X7-Rezeptoren fiihrt zur Offnung einer Membranpore (Kapitel 1.2.1) (87), die
durchléssig fiir YO-PRO-1 ist. Dringt YO-PRO-1 in die Zelle ein, bindet es an DNA und fluoresziert
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(Abbildung 2.3). Dieses Fluoreszenzsignal kann dann quantifiziert werden, um die Aktivitidt der
P2X7-Rezeptoren zu messen (82).
Da die Anregungs- und Emissionswellenlédngen von YO-PRO-1 bei 491 nm bzw. 509 nm liegen, konnte

die Fluoreszenz im FITC-Kanal des Durchflusszytometers CytoFlex gemessen werden.

BzATP YO-PRO-1

l

P2X7R y P2X7-Pore
7,8

Porenbildung

491 nm

Abbildung 2.3: Prinzip der YO-PRO-1 Firbung zur Untersuchung der P2X7-Rezeptoraktivitiit.
Aktivierung des P2X7-Rezeptors macht die Zellen permeabel fiir den Fluoreszenzfarbstoff YO-PRO-1.
Abbildung modifiziert nach (82).

In der vorliegenden Arbeit wurde der YO-PRO-Assay in THP-1 Makrophagen und hP2X7-Rezeptor-
transfizierten HEK293 Zellen durchgefiihrt, um die Aktivitit von Ap4 am P2X7-Rezeptor zu
untersuchen. Bei diesem Assay wurde ich von der Erasmus-Studentin Veronica Colamassaro unterstiitzt,
die die Experimente eigensténdig unter meiner Aufsicht durchfiihrte.

THP-1 Makrophagen wurden nach der Stimulation mit dem P2X7-Rezeptorliganden BzATP fiir die
durchflusszytometrische Untersuchung vorbereitet. Dazu wurden die Zellen mit TrypLE Express
abgelost und in ein Rohrengefal {iberfiihrt und zentrifugiert (Kapitel 2.4.2.1). HEK293 Zellen wurden
mit dem pUNO1-hP2RX7 oder pUNO-mcs transfiziert und anschlieBend ebenfalls in ein Rohrengeféaf3
iiberfithrt und zentrifugiert (Kapitel 2.2.6.2). Nach der Zentrifugation wurde YO-PRO-Puffer (Tabelle
2.33) hinzugegeben, sodass eine Zellkonzentration von 1 Millionen Zellen pro Milliliter erreicht wurde.
Je 400 pl der Zellsuspension wurden in ein FACS-Rohrengefdl {iberfiihrt, sodass pro Gefill 0,4
Millionen Zellen enthalten waren. Neben den Proben wurde eine ungeférbte und eine Positivkontrolle

mit abgetdteten Zellen eingeschlossen. Tote Zellen haben keine intakte Zellmembran, sodass der
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Farbstoff YO-PRO-1 die Zellmembran durchdringen kann, was mit einer gesteigerten
Fluoreszenzintensitét einhergeht. Die ungeférbte Kontrolle war unbehandelt und ungefarbt, wéhrend die
Positivkontrolle nur mit dem YO-PRO-Farbstoff behandelt wurde. Um die Zellen abzut6ten, wurde ein
FACS-Rohrengefall mit Zellen fiir 10 Minuten bei 70 °C Inkubiert. Anschlieend wurden alle Zellen
zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Danach wurde YO-PRO-Puffer vorgelegt, sodass ein
Endvolumen von 200 pl erreicht wurde. Mit Ausnahme der ungeférbten Kontrolle wurden alle Proben
mit 2 pul einer zuvor 1:5 verdiinnten YO-PRO-1-Farbstofflosung (Stock: 1mM) versetzt
(Endkonzentration 2 uM). AuBerdem wurde fiir die Untersuchung der transfizierten HEK293 Zellen nun
die Stimulanzien BZATP und Ap4 zugefiigt, sodass eine Endkonzentration von 300 uM bzw. 5 mM
erreicht wurde. Nachdem die Zellen 60 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert
wurden, wurde die Reaktion gestoppt, indem 1 ml kaltes PBS hinzugefiigt wurde. Die Zellen wurden 5
Minuten mit 200 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand dekantiert. Die Zellen wurden anschlieBend
2 Mal mit 1 ml YO-PRO-Puffer gewaschen und schlussendlich in 200 pl kaltem FACS-Puffer (Tabelle
2.32) resuspendiert und bis zum Vermessen mit dem Durchflusszytometer auf Eis gelagert. Die
Auswertung erfolgte im FITC-Kanal, wobei die Auswertung YO-PRO-1-positiver Zellen im Vergleich
zur unbehandelten, mit YO-PRO-1 geférbten Probe erfolgte.

2424 Multiplex Assay

Multiplex Assays sind fiir die Bestimmung der Konzentrationen von verschiedenen Zytokinen in einer
einzigen Probe konzipiert. In dieser Arbeit wurde das MACSPIlex Cytokine 12 Kit verwendet, mit dem
die Konzentration von GM-CSF, IFN-a, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-17A,
und TNF bestimmt werden kann. Die Analyse basiert auf MACSPlex Capture Beads, die iiber definierte
Fluoreszenzeigenschaften verfiigen und mittels Durchflusszytometrie identifiziert werden kdnnen.
Proben, die unbekannte Mengen an Zytokinen enthalten, werden mit einem Cocktail aus verschiedenen
antikorperbeschichteten MACSPlex Beads inkubiert. Die in den Proben enthaltenen Zytokine binden an
die spezifischen Antikérper der fluoreszenzmarkierten Beads. AnschlieBend werden die Zytokine mit
dem Detektionsreagenz, das verschiedene APC-konjugierte Anti-Zytokin-Antikorper enthélt, markiert.
Folglich bilden sich Sandwich-Komplexe zwischen dem MACSPlex Capture Bead, dem Zytokin und
dem Detektionsreagenz. Diese Komplexe konnen auf der Grundlage der Fluoreszenzeigenschaften
sowohl des MACSPlex Beads als auch des Detektionsreagenzes analysiert werden. Standardlosungen
mit bekannten Konzentrationen bestimmter Zytokine dienen zur Quantifizierung der unbekannten
Zytokinkonzentrationen der Proben (219).

PBMCs wurden wie beschrieben aus Buffycoats isoliert (Kapitel 2.2.5.1) und stimuliert. Die
Zellkulturiiberstdnde wurden in 1,5 ml Reaktionsgeféfe tiberfiihrt und fiir 10 Minuten mit 10000 g bei
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4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml ReaktionsgefiB iiberfiihrt und konnte bis zur
Verwendung bei -20 °C gelagert werden.

Zunichst wurde der Standard mit 200 pl MACSPlex-Puffer rekonstituiert und es wurde eine
Verdiinnungsreihe hergestellt, indem der Standard 1:5 mit MACSPlex-Puffer verdiinnt wurde. So wurde
fortgefahren und eine serielle Verdiinnung hergestellt bis eine Endverdiinnung von 1:3125 erreicht war.
Die Wells der im Kit enthaltenen 96-Well Filterplatte wurden angefeuchtet, indem 200 ul MACSPlex-
Puffer pro Well mit einer Multikanalpipette hineingegeben wurden. Unbenutzte Wells wurden mit einer
Klebefolie abgedeckt. Der MACSPlex-Puffer wurde entfernt, indem die Filterplatte auf eine neue
96-Well Platte gestellt wurde und anschlieBend fiir 3 Minuten mit 300 g bei 20 °C zentrifugiert wurde.
Das Filtrat wurde verworfen. In die Filterplatte wurden 50 pl des Standards oder der Proben in
Duplikaten hinzugefiigt. Anschlieend wurden je 20 pl pro Well von der zuvor gevortexten MACSPlex
Capture Beads Losung hinzu pipettiert. Wahrend einer 2-stiindigen Inkubationszeit unter Lichtausschluss
bei Raumtemperatur banden die Zytokine an die jeweiligen antikdrperbeschichteten MACSPlex Capture
Beads. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Platte auf eine unbenutzte 96-Well Platte gestellt und
fiir 3 Minuten mit 300 g bei 20 °C zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der Standard und die
Proben insgesamt 2 Mal mit 200 ul MACSPlex-Puffer gewaschen. Nachdem der MACSPlex-Puffer
durch Zentrifugieren auf einer unbenutzten 96-Well Platte entfernt wurde, wurden 80 ul MACSPlex-
Puffer und 20 pl Zytokin-Detektionsreagenz hinzugefiigt. Das Zytokin-Detektionsreagenz enthielt eine
Mischung aus 12 verschiedenen APC-markierten Anti-Zytokin-Antikorpern, die gegen die zu
detektierenden Zytokine gerichtet waren. Somit bildeten sich nun der Sandwich-Komplex aus. Nach ein-
stiindiger Inkubation bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss wurde die Filterplatte anschlieBend wie
oben beschrieben auf eine neue 96-Well Platte gestellt und zentrifugiert, um den Uberstand zu entfernen.
Die Platte wurde einmal mit 200 ul MACSPlex-Puffer gewaschen und der Puffer durch Zentrifugieren
entfernt. AnschlieBend wurde 200 ul MA CSPlex-Puffer mit einer Multikanalpipette hinzugefiigt und die
Platte war bereit fiir die Messung im Durchflusszytometer (CytoFlex). Mithilfe der MACSPlex Setup
Beads wurde die Spannung und das Hintergrundrauschen angepasst. Dazu wurden 1 Tropfen der
MACSPIex Setup Beads in 1 ml MACSPlex-Puffer gelost und 200 pl dieser Losung in die 96 Well Platte
pipettiert und einzeln vermessen. Die Einstellungen wurde fiir das restliche Plattendesign iibertragen und
die Messung wurde gestartet, indem zuerst die Standardreihe von der niedrigsten zur hochsten
Konzentration gemessen wurde. Pro Well wurden 3600 Events detektiert.

Die 12 verschiedenen Bead Populationen lieBen sich durch unterschiedliche Fluoreszenzintensitdten im
FITC- und PE- Kanal des CytoFlex unterscheiden. Mithilfe der Verdiinnungsreihe wurde iiber Messung
des Medians der APC-Fluoreszenzintensitét fiir jedes der 12 Zytokine die jeweilige Standardgerade
erstellt. Durch Messung der APC-Mediane der einzelnen Capture Bead Population konnten anhand der

Standardgeraden die in den Proben enthaltenen Zytokinkonzentrationen bestimmt werden.
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243 Zellviabilitatsuntersuchungen

Der Einsatz von Zellviabilitdtsuntersuchungen ist wichtig, um die Toxizitit verschiedener Stimuli auf
die Zellen zu untersuchen. Damit sind sie von entscheidender Bedeutung, um Versuchsergebnisse genau
zu interpretieren und zu gewdhrleisten, dass der Effekt der eingesetzten Stimuli auf deren
Wirkungsmechanismus und nicht auf deren Toxizitét zuriickzufiihren sind. Es gibt verschiedene Tests,

die im Labor zum Einsatz kommen, die auf unterschiedlichen Methoden beruhen.

2.4.3.1 Annexin V-FITC/Zombie Aqua-Test

Annexin V-FITC/Zombie Aqua-Test ist ein Doppelfdrbeverfahren, mit dem nekrotische und
apoptotische Zellen mittels durchflusszytometrischer Messung erfasst werden kdnnen. Annexin V ist ein
Protein, das Calcium-abhéngig an Phosphatidylserin bindet, ein Phospholipid, das sich normalerweise
auf der inneren Plasmamembran gesunder Zellen befindet. Wenn eine Zelle jedoch der Apoptose
unterliegt, wird Phosphatidylserin auf die AuBlenseite der Plasmamembran verlagert, wodurch es fiir
Annexin V zugénglich wird. Zombie Aqua hingegen ist ein Amin-bindender Fluoreszenzfarbstoff, der
fiir lebende Zellen mit intakter Zellmembran nicht durchléssig ist, aber die beschédigte Zellmembran
nekrotischer Zellen durchdringen kann und im Zellinneren an Amine bindet (220,221). Annexin V-FITC
und Zombie Aqua kdnnen auf Grund ihrer unterschiedlichen Emissionsmaxima bei 517 und 405 nm
nebeneinander detektiert werden. Durch die Kombination der Annexin V und Zombie Aqua Féarbung ist
es moglich, mit Messung im Durchflusszytometer lebende Zellen (Annexin V und Zombie Aqua-
negativ), frithe apoptotische Zellen (Annexin V-positiv und Zombie Aqua-negativ), spiat apoptotische
Zellen (Annexin V und Zombie Aqua-positiv) und nekrotische Zellen (Annexin V-negativ und Zombie
Aqua-positiv) voneinander zu unterscheiden.

Fiir die Durchfiihrung des Annexin V-FITC/Zombie Aqua-Tests wurden die Zellen wie gewohnt in einer
24 Well Platte ausgesit und stimuliert. Dabei wurde darauf geachtet, dass insgesamt 6 Kontroll-Wells
(Zellen in Zellkulturmedium) ausgesdt wurden, da diese anschlieBend fiir die Durchfiihrung der
Durchflusszytometrie bendtigt wurden. Nach Ablauf der Stimulationszeit, wurde der Zellkulturiiberstand
jeweils in ein FACS-Rohrengefd iiberfiihrt, welches auf Eis gelagert wurde. Die Wells der
Zellkulturplatte wurden anschlieBend mit 500 pl kaltem PBS gewaschen, wobei das PBS wieder in dem
jeweiligen FACS-Rohrengefd3 gesammelt wurde. Wenn THP-1 Makrophagen auf Zellviabilitét
untersucht wurden, wurden diese mit je 250 pl TrypLE Express fiir 5 Minuten bei 37 °C im Inkubator
inkubiert. Damit sich die THP-1 Makrophagen ablosen, wurde nach der Inkubationszeit kréftig am Boden
der Zellkulturplatte geklopft. Die Reaktion wurde durch Zugabe von 750 pl komplementiertem RPMI
1640 (Tabelle 2.8) gestoppt und die Losung wurde in das jeweilige FACS-Rohrengefal hinzugefiigt. Die
Zellkulturplatte wurde anschliefend nochmal mit je 500 pl kaltem PBS gewaschen. Danach wurde das
FACS-RohrengefiB fiir 5 Minuten mit 200 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde dekantiert und
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die Zellen in 1ml kaltem PBS resuspendiert. Fiir die Positivkontrolle und die Kontrollen zur
Kompensation wurde nun die Apoptose mittels Hitze induziert, indem 2 FACS-Rohrengefafle fiir 10
Minuten bei 70 °C im Wasserbad inkubiert wurde, der eine fiinfminiitige Inkubationszeit auf Eis folgte.
In der Zwischenzeit wurden die anderen Proben auf Eis gelagert. Nach Ablauf der Inkubationszeit, wurde
der Inhalt eins der beiden R6hrchen mit einem anderen Kontrollrohrchen, das nicht mit Hitze behandelt
wurde, gemischt und anschlieBend wieder 1:1 in ein FACS-Rohrengefdl aufgeteilt, sodass man 2
Ro&hrchen mit je 50 % toten und 50 % lebenden Zellen erhielt, die spater fiir die Einfachfarbung fiir die
Kompensation verwendet wurden. Das andere Rohrchen, die mit Hitze behandelt wurde, enthielt 100 %
tote Zellen und diente spéter als Positivkontrolle. AnschlieBend wurden alle FACS-Rohrengeféfe fiir 5
Minuten mit 200 g bei 4 °C zentrifugiert und der Uberstand danach dekantiert. Die Zellen wurden
anschlieBend mit der erforderlichen Menge an FACS-Bindungspuffer resuspendiert (Tabelle 2.75). Die
FMO-Kontrollen entsprechen dabei

den unbehandelten Kontrollen, wihrend die positiven

Einfachfdrbungen mit dem Zellgemisch aus 50 % lebenden und 50 % toten Zellen erfolgte.

Tabelle 2.75: Pipettierschema fiir Annexin/Zombie Aqua-Test

ungefirbt FMO FMO Pos. Pos. Positiv- Proben
ohne ohne Zombie Annexin | kontrolle
Annexin Zombie Aqua
Aqua
Bindungspuffer 200 pl 196 pl 198 ul 196 pl 198 ul 194 pl 194 pl
Zombie Aqua X 4 ul X 4 ul X 4 ul 4 ul
Annexin V-FITC X X 2.5l X 2.5l 2.5l 25wl

Es wurden 4 pl einer 1:20 Verdiinnung von Zombie Aqua (Endverdiinnung 1:1000) hinzugefiigt (Tabelle
2.75), gevortext und fiir 10 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlieBend wurden 2,5 pl
Annexin V-FITC Farbstoff hinzugegeben (Tabelle 2.75) und weitere 10 Minuten unter Lichtausschluss
bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde die Reaktion durch Zugabe von 1 ml kaltem PBS gestoppt
und die Zellen einmal mit 200 pl FACS-Bindungspuffer gewaschen, bevor die Zellen schlussendlich in
200 pl Bindungspuffer resuspendiert wurden. Bis die Proben mit dem Durchflusszytometer (CytoFlex)
vermessen wurden, erfolgte die Lagerung auf Eis. Anhand der positiven Einzelfarbungen wurde eine
Kompensation durchgefiihrt.

243.2 Trypan-Blau Farbung

Die Trypan-Blau-Féarbung ist eine géngige Methode zur Messung der Lebensfihigkeit von Zellen in

Zellkulturen. Sie beruht auf dem Prinzip, dass lebensfahige Zellen intakte Zellmembranen haben, die
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bestimmte Farbstoffe ausschlieSen, wahrend nicht lebensfahige Zellen beschédigte oder beeintrichtigte
Membranen haben, die es den Farbstoffen ermdglichen, in die Zelle einzudringen und das Zytoplasma
zu farben. Als Farbstoff wurde Trypan-Blau verwendet (222).

Die Trypan-Blau-Férbung wurde regelméfig verwendet, um die Viabilitit der Zellen vor dem Ausséen
zu iberpriifen. Dazu wurden 10 pl Zellsuspension mit 10 pl Trypan-Blau-Losung in einem 1,5 ml
Reaktionsgefdll gemischt. Davon wurden 10 pl in die Zahlkammer pipettiert und mit dem Zellzdhlgerit
ausgezéhlt. Die toten Zellen erschienen blau geférbt, die lebenden weil3, wobei das Zellzéhlgerdt beide
Zellfarben voneinander unterschied. Die Zellviabilitit konnte bestimmt werden, indem der Anteil der
lebenden Zellen auf die Gesamtsumme der Zellen bezogen wurde, was durch das Zellzdhlgerit

automatisch ermittelt wurde.

2433 MTT-Test

Das Prinzip des MTT-Tests zur Untersuchung der Zellviabilitdt beruht auf der Umwandlung des
Farbstoffs MTT von seiner gelben Farbe in ein violettes, wasserunlosliches Formazanprodukt durch
mitochondriale Dehydrogenase-Enzyme. Diese Umwandlung findet nur in lebensfahigen Zellen statt, da
es toten Zellen an der notwendigen Stoffwechselaktivitit fehlt. Das violette wasserunlosliche
Formazanprodukt wird dann in DMSO gel6st und kann durch kolorimetrische Messung quantifiziert
werden, wobei die Menge des gebildeten Formazans proportional zur Anzahl der lebensfahigen Zellen
ist (223).

Plastikwaren und Losungen, die mit MTT in Beriihrung kamen, wurden gesondert in einem MTT-Miill
entsorgt, da MTT mutagen ist.

Zur Durchfithrung des MTT-Tests wurden die Zellen in einer 96-Well Platte in Triplikaten ausgesét
(THP-1 Makrophagen: 0,04 Millionen Zellen/Well, U937 Makrophagen: 0,02 Millionen Zellen/Well)
und stimuliert. Neben den Proben wurde zusitzlich eine Positivkontrolle eingeschlossen, bei der die
Zellen mit 10 % DMSO in Zellkulturmedium inkubiert wurden. Auflerdem blieb mindestens ein Well
der 96-Well Platte leer, welches spéter bei der Auswertung als Blindwert diente. 4 Stunde vor Ende der
Stimulationszeit wurden 25 ul der MTT-L6sung (Tabelle 2.35) mit einer Multikanalpipette zugefiigt und
unter Lichtausschluss fiir 4 Stunden im Inkubator bei 37 °C inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit,
wurde der Uberstand mit einer Eppendorf-Pipette abgenommen und im MTT-Abfall entsorgt. Die
gebildeten blauen Formazankristalle wurden durch Zugabe von 125 pl DMSO gelost. Fiir die Ermittlung
des Blindwerts wurden ebenfalls 125 pl DMSO in das leere Well gegeben. Mit einem Mikroplattenleser
(Mithras2 LB 943) wurde die Absorption bei 540/10 BP gemessen. Zur Auswertung der Zytotoxizitét
wurden zunéchst die Mittelwerte der Triplikate gebildet, von denen der Blindwert abgezogen wurde. Alle

Werte wurden auf die unbehandelte Kontrolle bezogen (mit dem Wert 100 %).
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2434 LDH-Test

Wird die Zellmembran durch &uflere Einfliisse oder den Zelltod beschidigt, konnen intrazellulédre
Bestandteile, die eine intakte Zellmembran nur schwierig passieren kdnnen, vermehrt freigesetzt werden.
Nach der Zellmembranschidigung liegen freigesetzte Bestandteile bei in vitro Zellanalysen im
Zellkulturmedium vor. LDH ist ein Enzym, was normalerweise intrazellulir vorkommt und bei
geschidigten Zellen in den Zellkulturiiberstand freigesetzt wird. Damit ist der Test leicht im Labor
durchfiihrbar, da lediglich Zellkulturiiberstinde als Proben genommen werden miissen. Die LDH-
Freisetzung kann mittels eines kolorimetrischen Tests bestimmt werden. Somit dient LDH als Marker
fiir die Zellviabilitit. Das LDH-Enzym kann iiber eine gekoppelte Enzymreaktion eine Substratlosung,
die das gelbliche Tetrazolium-Salz INT enthélt, zu einem roten Formazan-Salz umsetzen. Anhand dieser
Farbreaktion kann der LDH-Gehalt im Zellkulturmedium ermittelt werden. Da die Stirke der
Zellschadigung mit der LDH-Freisetzung und der damit verbundenen Farbreaktion korreliert, konnen
Riickschliisse auf den Grad der Zellschidigung gezogen werden (224). Zur Durchfiihrung des LDH-
Zellviabilitdtstests wurde das CyQUANT LDH Zytotoxizitéts-Assay Kit der Firma Thermo Fisher
Scientific verwendet. Zundchst wurden die Zellen wie gewohnt in einer 24-Well Platte ausgesét und
stimuliert. Zusétzlich zu den Proben wurden zwei Kontroll-Wells angesetzt. Fiir die Positivkontrolle
wurden 25 pl Zelllyse-Puffer und fiir die Messung der spontanen LDH-Freisetzung 25 pl pyrogenfreiem
Wasser jeweils am Stimulationstag 45 Minuten vor Stimulationsende hinzugefiigt. Nach Ende der
Stimulationszeit wurde der Zelliiberstand abgenommen und in 1,5 ml Reaktionsgefd3e {iberfiihrt und
entweder direkt vermessen oder bis zur Vermessung bei -20 °C gelagert. Fiir den LDH-Test wurden 50 pl
der Uberstiinde in Duplikaten in eine 96-Well Zellkulturplatte pipettiert. AnschlieBend wurde mit einer
Multikanalpipette 50 pl LDH-Reaktionsmix (Tabelle 2.36) hinzugefiigt und die Platte fiir 30 Minuten
bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Durch Zugabe von 50 pl der im Kit enthaltenen
Stopp-Losung in jedes Well, wurde die Reaktion beendet. Mit einem Mikroplattenleser (Mithras2 LB
943) wurde die Absorption bei 492/10 BP gemessen. Zur Auswertung der Zytotoxizitdt wurden zunéchst
die Mittelwerte der Duplikate gebildet, von denen die spontane LDH-Ausschiittung subtrahiert wurde.
Die Probenergebnisse wurden durch die Absorptionswerte der Positivkontrolle dividiert und in den

prozentualen Anteil der lebenden Zellen umgewandelt.

244 ELISA-Analytik

Die quantitative Vermessung sezernierter Zytokine in den Zellkulturiiberstinden erfolgte mittels
Sandwich-ELISA. ELISA steht dabei fiir enzyme-linked immunosorbent assay und ist eine haufig
verwendete Methode in der Immunologie, um die Konzentration von Antigenen in einer Probe zu
bestimmen. Das Prinzip des Sandwich-ELISA basiert auf einer indirekten Quantifizierung des Antigens

durch Wechselwirkung des Antigens mit Biotin-konjugierten Antikérpern. Durch Bindung der Biotin-
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konjugierten Antikorper an eine Streptavidin-gekoppelte HRP (horseradish peroxidase) wird nach
Zugabe eines Substrates eine Substratumsetzung induziert, die eine Farbreaktion ausgeldst. Diese kann
kolorimetrisch detektiert werden (225). Die Intensitét der Farbung ist abhdngig von der Konzentration
des Zielantigens und kann mit Hilfe einer Standardgerade des Antigens berechnet werden.

Fiir die Bestimmung der Zytokinkonzentrationen wurden Test-Kits von der Firma Thermo Fisher
Scientific und 96-Well Platten mit einer speziell beschichteten Oberfldche (Nunc MaxiSorb 96 Well
Platten) verwendet, sodass die Antikdrper gut an der Plattenoberfléche binden konnten. Jedes Well wurde
mit Hilfe einer Multikanalpipette mit 100 pl einer fiir das zu bestimmende Antigen spezifischen Fanger-
Antikorperldsung befiillt. Um die Fanger-Antikrperlosung herzustellen, wurde der Beschichtungspuffer
im Verhiltnis 1:10 mit doppelt demineralisiertem Wasser vermischt und anschlieBend der Finger-
Antikorper im Verhéltnis 1:250 zugegeben. Die Platte wurde anschlieend mit Parafilm abgedeckt und
bei 4 °C iiber Nacht gelagert, sodass nun die Antikdrper auf der Oberflache der Platte adsorbieren und
nachfolgend das Zielantigen binden konnten. Am darauffolgenden Tag wurde mithilfe eines
Plattenwaschgerits (WellWash) die Fanger-Antikorperldsung entfernt und die Platte 3 Mal mit je
200 pl/Well ELISA-Waschpuffer (Tabelle 2.38) gewaschen. Im Anschluss an die Waschschritte, wurde
die Platte kurz trockengeklopft. AnschlieBend wurden je 200 pl Blockierungspuffer pro Well mit einer
Multikanalpipette zugegeben, um die Entwicklung unspezifischer Signale zu unterbinden. Der
Blockierungspuffer (5x ELISA/ELISASPOT Diluent) wurde dafiir zuvor 1:5 mit doppelt
demineralisiertem Wasser verdiinnt. Die Platte wurde mit Parafilm abgedeckt und fiir mindestens 1 h bei
Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert. Zeitgleich wurden die zu untersuchenden
Zellkulturiiberstdnde aus dem Gefrierschrank (-20 °C) entnommen und auf einem Plattenschiittler
aufgetaut und, falls ndtig, mit Blockierungspuffer verdiinnt. Aulerdem wurde der lyophilisierte zytokin-
spezifische Standard mit der im Analysenzertifikat angegebenen Menge doppelt demineralisiertem
Wasser rekonstituiert. Nach 15 Minuten auf dem Schiittler wurde mit dem Blockierungspuffer eine vom
Hersteller definierte Verdiinnungsreihe hergestellt. Nach erneutem 3 maligen Waschen mit Waschpuffer
wurden 100 pl des Standards und der Proben in Duplikaten auf die Platte pipettiert und fiir 2 Stunden bei
Raumtemperatur inkubiert. Nach erneutem Waschen mit ELISA Waschpuffer erfolgte die Zugabe von
100 pl eines Biotin-gekoppelten Detektionsantikorpers, welcher das Zielantigen markierte. Dazu wurde
der Detektionsantikdrper 1:250 in Blockierungspuffer verdiinnt. Nach einstiindiger Inkubationszeit bei
Raumtemperatur wurde die Platte erneut gewaschen. AnschlieBend wurden 100 pl je Well vom Avidin-
HRP Konzentrat (1:250 in Blockierungspuffer) hinzugegeben, wodurch die Bindung am
Detektionsantikdrper vermittelt wurde. Nach dreifigminiitiger Inkubation bei Raumtemperatur unter
Lichtausschluss und dreimaligem Waschen wurden anschlieend 100 ul der TMB-Substratlésung pro
Well pipettiert und fiir 5 bis 15 Minuten bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert, sodass nun
die oxidative Umsetzung des Chromogens erfolgte. Nach Aktivierung des TMB durch den Komplex aus

HRP und Wasserstoffperoxid farbte sich dieses zu einem blauen Oxidationsprodukt, wobei die Intensitét
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der Farbung mit der Menge an HRP bzw. gebundenem Zielantigen korrelierte. Nachdem eine deutliche
Abstufung der Farbung des Standards erkennbar war, wurde die Reaktion mit 50 pl oder 100 pl je Well
(siehe Analysenzertifikat) ELISA-Stopp-Losung (Tabelle 2.39) beendet. Die dabei entstehende pH-Wert
Veridnderung veranlasste einen Farbumschlag, dessen Intensitét mittels Mikroplattenlesegerit (Mitras2
LB 943: 450/10 BP, 560/10 BP) vermessen wurde. Die Absorptionswerte der Messungen mit den beiden
Filtern wurden voneinander subtrahiert. Es wurden die Mittelwerte der Duplikate gebildet und der
Blindwert abgezogen. Mithilfe der Geradengleichung, die sich aus der Messung der
Standardverdiinnungsreihe ergab, wurde der Zytokingehalt der Proben (in pg/ml) ermittelt.

245 Western Blot Analytik

Die Western Blot Technik dient dem qualitativen und halb-quantitativen Nachweis von Proteinen. Um
die Proben zu erhalten, miissen die Zellen lysiert oder der Zellkulturiiberstand aufkonzentriert werden.
AnschlieBend erfolgt eine Quantifizierung der Proteinmenge. Danach werden die Proteine denaturiert
und koénnen im weiteren Schritt mittels Gelelektrophorese anhand ihrer Grofe aufgetrennt werden.
Nachdem sich die Proteine aufgetrennt haben, erfolgt der eigentliche Blotting Schritt, wobei die Proteine
z. B. im semi-dry Verfahren von dem Gel auf eine Polyvinylidenfluorid (PVDF)-Membran iibertragen
werden. Die auf der Membran immobilisierten Proteine kdnnen mittels Antikdrpern, die spezifisch an
das gesuchte Protein binden, detektiert werden. Dazu werden Sekundérantikorper verwendet, die an die
Primérantikorper binden und die entweder mit dem Enzym horseradish peroxidase (HRP) gekoppelt sind
oder einen Fluoreszenzfarbstoff enthalten. Wird das Substrat ECL (erhdhte Chemilumineszenz) auf die
Membran gegeben, setzt das Enzym HRP ECL im Basischen zu einem chemilumineszierenden Produkt
um, welches mithilfe eines Geldokumentationssystems detektiert werden kann (226).
Fluoreszenzantikorper konnen durch Vermessung im entsprechenden Fluoreszenzkanal ebenfalls

detektiert werden.

2451 Probenvorbereitung

Um die transfizierten HEK293 Zellen auf Protein zu untersuchen, wurden nach der Transfektion mit dem
hP2X7-Rezeptor (Kapitel 2.2.6.2) 0,4 Millionen Zellen entnommen und in ein 1,5 ml Reaktionsgeféf3
tiberfiihrt. AnschlieBend wurde 5 Minuten mit 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und
die Zellen waren bereit fiir die Zelllyse.

Fiir die Untersuchung der Proteine wurden THP-1 Makrophagen wie beschrieben in einer 24-Well Platte
ausdifferenziert und stimuliert. Fiir die Bestimmung der Proteinmenge in THP-1 Monozyten wurden 3
Millionen Zellen in eine 24-Well Platte ausgesit und mit einem Volumen von 750 pl Stimulationsldsung
stimuliert. Im Anschluss an die Stimulation wurden die Suspensionszellen in ein 1,5 ml Reaktionsgefal3

tiberfiihrt und fiir 5 Minuten mit 200 g bei Raumtemperatur zentrifugiert. Der Uberstand wurde in diesem
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Fall ebenfalls auf Proteine untersucht. Dabei war es wichtig, dass die Zellen mit serumfreiem
Zellkulturmedium stimuliert wurden, da das Medium im folgenden Verlauf nicht komplett entfernt
werden konnte und das im Medium enthaltene Serum die Gesamtproteinmenge der Probe verfilschen
kann. Fiir die Bestimmung der Proteine im Zellkulturiiberstand, musste die Proteinmenge autkonzentriert
werden. Dazu wurden 500 pl des Uberstands entnommen und auf einen Microcon Filter (Merck)
iiberfiihrt. Die Filter wurden in ein Reaktionsgefa3 eingesetzt und fiir 20 bis 40 Minuten mit 14000 g bei
4 °C zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen. Der Filter wurde umgedreht in ein neues Rektionsgefaf3
iiberfiithrt und 3 Minuten mit 1000 g zentrifugiert. 72 pl des Konzentrats wurden in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefdl3 iiberfiihrt, von dem 12 pl fiir die Proteinbestimmung verwendet wurden. Die restlichen
60 pl Konzentrat wurden mit 20 pl DTT/Ladmmli-Mix (Tabelle 2.47) im Verhiltnis 4:1 gemischt.

Fiir die Bestimmung der Proteine der Zelllysate, wurde der Zellkulturiiberstand abgesaugt und die Zellen
mit 1 ml PBS gewaschen. Zu den Zellen wurden pro Well oder 1,5 ml Reaktionsgefa3 50 pl RIPA-Puffer
(Tabelle 2.45) hinzugefiigt und fiir 30 Minute auf Eis auf dem Schiittler inkubiert. Mit einem Zellschaber
wurden anschlieBend die Zellen abgeschabt und die Zelllysate von den Platten in ein 1,5 ml
ReaktionsgefiB {iberfiihrt und fiir 30 Minuten mit 11000 g bei 4 °C zentrifugiert. Der Uberstand wurde
vorsichtig abgenommen und in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefdf liberfiihrt. Fiir die Bestimmung der
Proteinmenge wurde ein Teil des Uberstands entnommen (siehe Kapitel 2.4.5.2). 30 ul vom verbliebenen
Uberstand wurden anschlieBend mit 10 ul DTT/Lammli-Mix (Tabelle 2.47) im Verhiltnis 4:1 (3 Teile
Uberstand + 1 Teil DTT/Lammli) gemischt. Die Proben wurden fiir 5 Minuten bei 95 °C inkubiert, wobei
die Proteine denaturierten. AnschlieBend wurde die Probe auf Eis gekiihlt, sodass das im DTT-Lammli-
Mix enthaltene SDS an die hydrophoben Regionen der Proteine binden konnte. Dadurch wurden die
Proteine stark negativ geladen. Die Ladung ermdglichte die Auftrennung der Proteine im elektrischen
Feld (226). Nachdem die Proben heruntergekiihlt waren, wurden sie fiir 5 Minuten mit 11000 g bei 4 °C
zentrifugiert und konnten direkt fiir die Gelelektrophorese verwendet werden oder bei -20 °C gelagert

werden.

2452 Bestimmung der Proteinmenge

Die Bestimmung der Gesamtproteinmenge erfolgte im Anschluss mit Hilfe des Pierce BCA Protein
Assay Kits. Dabei bildet das BCA einen wasserldslichen Chelat-Komplex mit den Proteinen, der Licht
einer Wellenlédnge von 562 nm absorbiert und der anhand einer Standardreihe quantifiziert werden
konnte. Der Standard wurde nach Herstellerangaben mit RIPA-Basalpuffer (Tabelle 2.44) hergestellt.
Damit die Proteinmenge der Proben innerhalb des Standards lag, mussten die zuvor generierten Proben
(Kapitel 2.4.5.1) entsprechend mit RIPA-Basalpuffer verdiinnt werden. AnschlieBend wurden die
verdiinnten Proben sowie der Standard in Duplikaten auf eine 96-Well Platte pipettiert und fiir 30

Minuten bei 37° C und weiteren 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurde die
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Platte unter Anwendung eines Mikroplattenlesers (Mitras> LB 943: 560/10) vermessen und die
entsprechenden Konzentrationen durch Abzug des Blindwerts und mit Hilfe der Geradengleichung des

Standards ermittelt.

2453 SDS-PAGE (Gelelektrophorese)

Im Anschluss an die Bestimmung der Proteinkonzentration wurde zundchst eine SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) durchgefiihrt, bei der Proteine anhand ihrer GroBe in
einem elektrischen Feld aufgetrennt wurden.

Dafiir wurden die Gele (Tabelle 2.49, Tabelle 2.50) in die Elektrophoresekammer
(Gelelektrophoresesystem Mini-PROTEAN Tetra Cell) iiberfiihrt und die Kammer mit Laufpuffer (1x)
(Tabelle 2.52) aufgefiillt. Der Kamm wurde gezogen und die Taschen mit je 20 oder 30 pug Protein
beladen. Zur Identifikation der GroBe der Proteine wurde 3 pl einer vorgeférbten Proteinleiter (Protein
Leiter VI (10-245) der Firma AppliChem) in eine Tasche auf jedem Gel mit aufgetragen.

Bis sich die Proben im Sammelgel konzentriert hatten, wurde eine Anfangsspannung von 100 V angelegt.
Danach wurde die Spannung auf 150 V erhoht und der Trennungsprozess begann. Nachdem die
Bromphenol-Blau Bande des Ladepuffers das Ende des Gels erreicht hatte, wurde die Spannung
abgestellt. Das Gel wurde enthommen und mit Hilfe des Geldokumentationssystems (ChemiDoc Imager
unter der Einstellung Stain-free Gel) aktiviert. Diese Aktivierung ist essenziell, um spiter die
Gesamtproteinmenge auf der Membran zu detektieren. Sie bewirkt eine Aktivierung von
Trihalogenverbindungen im Gel, die mit Tryptophanresten der Proteine ein Addukt bilden, welches
Fluoreszenz emittieren kann (227,228). Das Gel wurde anschlieBend in Transferpuffer (1x) (Tabelle
2.54) zwischengelagert.

2.4.5.4 Proteintransfer

Nach der Gelelektrophorese erfolgte der Transfer der Proteine auf eine Membran, die schlussendlich mit
den jeweiligen Antikorpern detektiert werden. Fiir den Transfer wurde eine PVDF-Membran verwendet,
auf der Proteine gut binden kdnnen (229). Je nachdem, welche Proteine detektiert werden sollten, wurde
eine PVDF-Membran mit unterschiedlicher Porengrofie verwendet. In dieser Arbeit wurde zur Detektion
der Cleaved-Caspase-1 und Cleaved-IL-1f in Uberstandsproben die PVDF-Membran mit 0,2 um
PorengroBe verwendet. Fiir alle anderen Versuche wurde eine Porengrofle von 0,45 um gewabhlt.

Die PVDF-Membranen wurden auf die GroBe der Gele zugeschnitten und anschlieBend {iber drei
Aktivierungsschritte dquilibriert, damit die hydrophobe PVDF-Membran mit dem hydrophilen Transfer-
Puffer und der Antikorperlosung benetzt werden konnte. Dafiir wurde die Membran fiir 20 Sekunden in
100%igem Methanol, 2 Minuten in demineralisiertem Wasser und abschlieend 5 bis 15 Minuten in

Transferpuffer inkubiert. In der Zwischenzeit wurden pro Gel zwei passende Filterpapiere (Blotting
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Pads) zurechtgeschnitten und ebenfalls in Transferpuffer getrénkt. Der Transfer der Proteine erfolgte mit
dem Trans-Blot Turbo Transfersystem der Firma BioRad in einem Semi-Dry Verfahren. In die Kassette
des Transfersystems wurde zuerst ein Filterpapier, darauf die Membran, dann das entsprechende Gel und
abschlielend wieder ein Filterpapier geschichtet. Mit einer Rolle wurden Luftblasen zwischen Gel und
Membran entfernt und der Transfer mit dem Standardprogramm (25 V, 1 A, 30 Minuten) gestartet.
AnschlieBend wurden die Gele entsorgt und die Membran 3 Mal fiir 5 Minuten mit ca. 10 ml TBS-T-
Puffer (Tabelle 2.57) gewaschen. Danach wurde die Gesamtproteinmenge mit dem
Geldokumentationssystem gemessen. Im Anschluss wurde die Membran fiir eine Stunde mit 10 ml
5%iger Milch in TBS-T Losung (Tabelle 2.58) auf dem Wippschiittler inkubiert. Dieser
Blockierungsschritt war nétig, um unspezifische Bindungen des priméren Antikorpers zu verhindern.
AnschlieBend wurde die Membran 3 Mal mit TBS-T-Pufferlosung gewaschen (siehe oben) und dann
iiber Nacht mit 10 ml der jeweiligen spezifischen priméren Antikorperlosung (Tabelle 2.61) inkubiert.
Bevor der sekundire Antikorper inkubiert werden konnte, mussten die Membranen erneut dreifach mit
TBS-T-Puffer gewaschen werden.

Je nachdem, welcher Primérantikdrper genutzt wurde, wurde die Membran mit 10 ml HRP-gebundener
Sekundérantikorperlosung oder Fluoreszenz-Antikorperldsung fiir eine Stunde bei Raumtemperatur auf
dem Wippschiittler inkubiert und abschlieBend dreimal mit TBS-T-Puffer gewaschen.

Wurde ein HRP-gebundener Sekundérantikorper genutzt, wurde die Membran mit ECL-Losung benetzt
und fiir 30 Sekunden inkubiert. Im Geldokumentationsgerdt (ChemiDoc Imager) wurden alle 30
Sekunden Chemilumineszenz-Bilder aufgenommen, bis die Banden gesittigt waren. Wurde ein
Fluoreszenz-Antikdrper als Sekundérantikorper verwendet, konnte die Membran direkt nach dem
Waschen in das Geldokumentationssystem (ChemiDoc Imager) gelegt werden. Fotos wurden im
entsprechenden Fluoreszenzkanal aufgenommen. Zusitzlich wurde ein Foto der Protein Leiter
aufgenommen. Die Membran wurde im Anschluss daran 3 Mal mit TBS-T-Puffer gewaschen und konnte
anschliefend erneut mit einer Primédrantikorperlosung inkubiert werden. Eine densiometrische
Bestimmung der Banden erfolgte mit Hilfe der Software ImageLab. Die Banden der einzelnen Proben
wurden auf die Gesamtproteinmenge bezogen und anschlieBend auf die unbehandelte Kontrolle

relativiert.

246 PCR-Analytik

Die Polymerase-Ketten-Reaktion (PCR) Analytik erlaubt eine gezielte Betrachtung des zelluldren
Genoms durch Vervielfiltigung spezifischer DNA-Fragmente (230). Unter Verwendung
sequenzspezifischer Primer und definierten Temperaturprogrammen in Anwesenheit von
Fluoreszenzfarbstoffen kann das Prinzip der Genamplifikation auch zur quantitativen Analyse

(quantitative PCR, qPCR) eingesetzt werden. Die qRT-PCR (quantitative reverse Transkriptions-
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Polymerase-Kettenreaktion) ist eine Technik zur Messung der Genexpression durch Quantifizierung der
RNA-Menge in einer Probe. Das Prinzip der qRT-PCR umfasst die Umwandlung von RNA in
komplementire DNA (complementary DNA, cDNA) durch reverse Transkription, gefolgt von der
Amplifikation der ¢cDNA durch die Polymerase-Kettenreaktion (PCR) und dem Nachweis des
amplifizierten Produkts in Echtzeit. Hierfiir musste zuerst RNA aus den Proben isoliert werden, die dann
im nichsten Schritt in cDNA umgeschrieben wurde.

In den folgenden Arbeitsschritten wurden Verbrauchsmaterialien genutzt, die DNase- und RNase--frei
sind, damit sichergestellt werden konnte, dass die RNA und DNA nicht durch diese Enzyme abgebaut
wurden. Es wurden 1,5 ml ReaktionsgefiBe (PCR-rein) und Filterspitzen genutzt. AuBBerdem war das

verwendete Wasser PCR-rein.

2.4.6.1 RNA-Isolation

Die fiir die qRT-PCR Analyse verwendeten Zellen wurden in einer 24-Well Platte ausgesét (0,4
Millionen Zellen pro Well) und wie oben beschrieben differenziert. Nach erfolgter Stimulation wurde
der Uberstand entfernt und je 400 ul Lyse-Puffer (Lysis Solution RL) hinzugegeben. Die Platte wurde
fiir 2 Minuten inkubiert, das Lysat mithilfe einer 1000 pl Pipette homogenisiert und weitere 3 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert. Anschlieend wurde die Losung in je einem 1,5 ml Reaktionsgefa3 (PCR-
rein) gesammelt und konnte bei -80 °C gelagert werden.

Die anschlieBende Isolierung der RNA erfolgte unter Verwendung des innuPREP RNA Mini Kits
(Analytik Jena) nach Angaben des Herstellers. Hierzu wurden das Lysat auf die dem Kit zugehdrigen
blauen Spin-Filter D tiberfiihrt, fiir 2 Minuten mit 11000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert und in einem
entsprechenden RNase-freien Reaktionsgefdl gesammelt. AnschlieBend wurde das Filtrat mit 400 pl
70%igem Ethanol in DEPC-Wasser (Tabelle 2.63) gemischt und in den pinken Spin-Filter R iibertragen.
Waihrend fiir 2 Minuten mit 11000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert wurde, fand die Bindung der RNA
und DNA an die Saulenmatrix statt. Das Filtrat wurde verworfen und in den Spin-Filter R wurden 500 pl
Washing Solution HS gegeben und erneut 1 Minute mit 11000 g bei Raumtemperatur zentrifugiert.
Nachdem der Spin-Filter auf neue Auffang-Reaktionsgeféf3e libertragen wurde, wurde die Spin-Filter R
Sdule erneut mit 700 pul Washing Solution LS gewaschen und anschliefend fiir 1 Minute be 11000 g
zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und der Spin-Filter R auf ein neues Auffang-Reaktionsgefdf3
gegeben und 3 Minuten mit 11000 g zentrifugiert, um das Ethanol zu entfernen. Das Filtrat wurde erneut
verworfen und der Spin-Filter R auf einem neuen Eluierungs-Reaktionsgefal platziert. In den Spin-Filter
R wurden 60 pl RNase-freies Wasser (PCR-rein) pipettiert, fiir | Minute bei Raumtemperatur inkubiert
und anschlieBend fiir 1 Minute bei 11000 g zentrifugiert. Das Filtrat enthielt nun die RNA und konnte

bei -80 °C gelagert werden.
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24.6.2 cDNA-Synthese

Mittels des iScript cDNA-Synthese Kits erfolgte die anschlieBende Umschreibung der isolierten RNA in
cDNA. Durch das Enzym Reverse Transkriptase wird in einer PCR die cDNA gebildet und amplifiziert.
Dafiir wurde zuerst ein Mastermix mit denen im Kit enthaltenen Bestandteilen hergestellt. Pro Probe
wurden dazu 3,5 pl nuklease-freies Wasser mit 2 pl 5x iScript Reaktionsmix und 0,5 pl iScript Reverse
Transkriptase in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl (PCR-rein) gemischt. Der Mastermix wurde auf Eis
gelagert. AnschlieBend wurden je 6 pl des Mastermix in ein 0,2 ml Reaktionsgefal3 pipettiert und jeweils
4 ul RNA-Probe zu dem Mastermix hinzugefiigt. Die ReaktionsgefiBle wurden kurz mit der
Tischzentrifuge zentrifugiert. Im Anschluss wurden die Reaktionsgefdf3e in den Heizblock des qTowers

iiberfiihrt und die PCR-Reaktion nach folgendem Temperaturprogramm gestartet:

Tabelle 2.76: Temperaturprotokoll fiir die cDNA-Synthese

Schritt Temperatur und Zeit
Initialschritt 25°C, 5 min
Reverse Transkription 46 °C, 20 min
Reverse Transkriptase Inaktivierung 95 °C, 1 min

4 °C, halten

Nach erfolgter cDNA-Synthese wurden die Proben mit 30 pl Wasser (PCR-rein) aufgenommen, in 1,5 ml
Reaktionsgefidfe tiberfiihrt und im Gefrierschrank (-20 °C) gelagert.

2.46.3 qPCR

Die qPCR diente als Methode der Quantifizierung des Gehalts an mRNA (messenger ribonucleic acid)
in den zu untersuchenden Zellen, wobei dies indirekt liber die synthetisierte cDNA Menge geschah.

Insgesamt verlduft die Polymerase Kettenreaktion in 3 Schritten. Zuerst erfolgt durch hohe Temperaturen
die Denaturierung, bei der sich die DNA-Doppelstringe voneinander trennen. AnschlieBend wird die
Temperatur gesenkt, sodass eine optimale Anlagerung der sequenzspezifischen Primer an die
einstrangige DNA erfolgt. Primer sind kurze DNA-Fragmente und markieren den Startpunkt der
Sequenz, die abgelesen werden soll. Im dritten Schritt erfolgt die Polymerisation neuer DNA-
Doppelstringe, beginnend am 3‘-Ende des Primers. Dafiir baut die DNA-Polymerase einzelne
Nukleotide an die Primer an. Um die Menge an synthetisierter DNA am Ende jedes Zyklus zu messen,
wird der interkalierende Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green hinzugefiigt. SYBR Green bindet an
doppelstrangige DNA und sendet so ein messbares Fluoreszenzsignal aus. Die Signalintensitit korreliert

dabei mit der Menge an Nukleinsduren und ermoglicht daher die Quantifizierung in Echtzeit (231).
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Zuvor wurden die verwendeten Primerpaare hierfiir entsprechend der gewiinschten PCR-ProduktgroBe
und Primer-Schmelztemperatur mittels Gendatenbanken (Primer-BLAST) ermittelt. Fiir die qPCR
wurden lyophilisierte Primer mit PCR-Wasser in einer finalen Konzentration von 10 uM rekonstituiert.
Zuerst wurde in einem 1,5 ml Reaktionsgefdl (PCR-rein) ein Mastermix hergestellt, der 2 ul Wasser
(PCR-rein), 0,5 pl der jeweiligen Vorwirts- und 0,5 pl der Riickwérts-Primerlosung (10 pM), sowie 5 pl
iTaq SYBR Green Supermix (2x konzentriert, BioRad) enthielt. Der iTaq SYBR Green Supermix enthielt
neben des Fluoreszenzfarbstoffs SYBR Green [ eine DNA-Polymerase, Nukleotide und
Magnesiumionen. Die verwendeten Primersequenzen sind in Tabelle 2.4 angegeben.

2 ul der cDNA Proben wurden mit 8 ul des Mastermixes in einer 96-Well Platte (weill, PCR-rein) in
Duplikaten pipettiert. Die Platte wurde mit einer Folie versiegelt und 2 Minuten mit 400 g bei 4 °C
zentrifugiert. Darauthin wurden die Proben im qTOWER vermessen, wobei einem S5-miniitigen
Initialschritt bei 95 °C insgesamt 45 Amplifikationszyklen folgten. Die Amplifikationszyklen umfassten
dabei jeweils eine 10-sekiindige Denaturierung bei 95 °C, Anlagerung von Primern bei 60 °C und
Elongation bei 72 °C (Tabelle 2.77). Im Anschluss erfolgte die Analyse der Schmelzkurven, die der

Bestétigung der Primerspezifitit und der Kontrolle moglicher Primerdimere diente.

Tabelle 2.77: Temperaturprotokoll fiir die gPCR

Schritt Temperatur und Zeit
Vorheizen 100 °C

Initialschritt 95 °C, 5 min

Denaturierung 95 °C, 10 sek

Anlagerung Primer 60 °C, 10 sek 45 Zyklen
Elongation 72 °C, 10 sek

Schmelzkurve 60 —-95°C, 15sek, 1 °C/s

Die Auswertung der qPCR-Daten erfolgte unter Verwendung der Software qPCRsoft 4.1 nach der AACt-
Methode. Die AACt-Methode vergleicht die Differenz der Expression (ACt) zwischen dem gewiinschten
Gen und dem Referenzgen (GADPH). Dabei wird der Ct-Wert des Referenzgens vom Ct-Wert der
gewiinschten Gens abgezogen (=ACt). AnschlieBend wird die Differenz zwischen der unbehandelten
Kontrolle und der behandelten Probe gebildet (AACt). Die relativen Verdnderungen der Genexpression

zwischen den beiden verglichenen Sequenzen werden mit der Formel 244 berechnet (232).

241 RNA-Sequenzierung

Die RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) liefert Informationen {iber die Sequenz und Menge jeder RNA, die
in einer Zellpopulation exprimiert wird (das so genannte Transkriptom). Das Prinzip der RNA-Seq in der

next generation sequencing (NGS) basiert auf der Synthese von cDNA aus RNA und der anschlieBenden
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Sequenzierung der cDNA-Fragmente. Die Sequenzdaten werden mithilfe von Bioinformatik-Tools
analysiert, um die RNA-Expression zu quantifizieren (233). Durch die Anwendung der RNA-Seq bei
Zellen, die verschiedenen Bedingungen ausgesetzt wurden, liefert die differenzielle Genanalyse
Ausschluss dartiber, welche Gene bei unterschiedlichen Bedingungen hoch- oder runterreguliert werden.
Hierbei werden die Reads von jeder Probe verglichen. Die Menge an RNA, die von jedem Gen in jeder
Probe vorhanden ist, wird normalisiert, um die Unterschiede in der Gesamtmenge an RNA zwischen den
Proben auszugleichen. AnschlieBend werden statistische Methoden verwendet, um signifikante
Unterschiede in der Expression von Genen zwischen den Proben zu identifizieren, die anschlieBend
graphisch dargestellt werden konnen (234).

Fiir die RNA-Seq wurden THP-1 Makrophagen wie beschrieben ausdifferenziert und stimuliert. Nach
der Stimulation wurde der Zellkulturiiberstand entfernt, die Zellen lysiert und die RNA mittels des
innuPrep RNA Mini Kits (Analytik Jena) isoliert. Der Prozess der RNA-Probengenerierung ist in Kapitel
2.4.6.1 beschrieben. Die isolierten RNA-Proben wurden mittels UV/Vis Spektroskopie (Nanodrop)
vermessen. Dadurch wurde sowohl die Konzentration sowie das A260/A280-Verhiltnis und das
A260/A230-Verhiltnis bestimmt, was die Reinheit der Proben sicherstellte. Ein vermindertes Verhiltnis
deutet auf Verunreinigung der Proben mit Salzen oder Phenolen hin und kann die Effizienz der RNA-
Seq beeinflussen. Bei der Expressionsanalyse mittels 3'-mSequenzierung wird von allen Proben eines
Projektes die gleiche Inputmenge eingesetzt. Daher miissen die Proben auf eine ungefidhr gleiche
Konzentration eingestellt werden. Nachdem die Konzentration der Proben mittels Nanodrop bestimmt
wurde, wurden bei Bedarf einzelne Proben mit Wasser (PCR-rein) verdiinnt, sodass alle Proben eine
Konzentration zwischen 40 und 60 ng/ul hatten. Je 14 pul der jeweiligen Probe wurde in ein 1,5 ml
Reaktionsgefall (PCR-rein) liberfiihrt und bei -80 °C gelagert.

Die Vermessung der Proben erfolgte durch die NGS (next generation sequencing) Core Facility des
Instituts fiir Humangenetik der Universitdtsklinik Bonn. Die Library Prep erfolgte mit dem Lexogen
QuantSeq 3’ mR Library Prep Kit FWD und mit 200 ng RNA als Input. Sequenziert wurde mit 1x100
bp auf NovaSeq 6000 S1 100 Flow cell und mit 10 Millionen reads pro Proben. Die Auswertung der
generierten Daten wurde durch die Core Unit for Bioinformatics Data Analysis der Universititsklinik
Bonn durchgefiihrt. Nach dem Trimmen des Illumina Universal Adapters mit cutadapt (235) wurden die
Reads mit STAR (236) an das menschliche Genom (GRCh38) angeglichen. FeatureCounts (237) wurde
verwendet, um die Reads den von Ensembl definierten Genen zuzuordnen. Ein Read wurde gezéhlt, wenn
er sowohl eindeutig zugeordnet war, mit dem Strang des Gens iibereinstimmte und sich mit nur einem
Gen iiberschneidete. Nur Gene, die in mindestens 2 Proben jeweils eine Mindestanzahl von 50 aufwiesen,
wurden in der darauffolgenden statistischen Analyse beriicksichtigt, die in der R-Umgebung (238) mit
dem Bioconductor-Paket DESeq2 (239,240) durchgefiihrt wurde. Fiir jedes Gruppenpaar wurden
statistische Unterschiede berechnet, um differenziell exprimierte Gene zu bestimmen. Die Benjamini-

Hochberg-Methode wurde verwendet, um bereinigte p-Werte fiir Mehrfachtests (Falscherkennungsrate,
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false discovery rate, FDR) fiir jeden Unterschied zu berechnen. Datenvisualisierungen wie Volcanoplots
und Heatmaps wurden mit den R-Paketen ggplot2 (241) und ComplexHeatmap (8) erstellt. Die
Anreicherungsanalyse von biologischen Prozessen fiir differenziell exprimierte Gene (FDR < 0,05,
Fisher-Test) wurde mit dem Bioconductor-Paket clusterProfiler (242) durchgefiihrt. Es wurden nur

biologische Prozesse mit einer Setgrofe von mindestens 10 oder hochstens 500 Genen beriicksichtigt.

242 Calcium Assay

Der Calcium Assay ist ein fluoreszenzbasierter Test, mit dem der Einstrom von Calciumionen in das
Zytoplasma verfolgt werden kann. Die Messung des Calcium-Einstroms beruht auf der Messung der
Fluoreszenzintensitdt des Calcium-bindenden Fluoreszenzfarbstoffs Fluo-4 (243). Dafiir wurden die
Zellen mit dem zellpermeablen Calciumindikator Fluo-4 Acetoxymethylester (Fluo-4 AM) beladen.
Durch intrazellulédre Esterasen wird Fluo-4 AM in das fluoreszierende Fluo-4 gespalten, das intrazellulér
an Calcium bindet und ein Anregungs-/Emissionsmaximum von 490/520 nm aufweist. Eine Bindung von
Fluo-4 an Calcium-Ionen erhéht die Fluoreszenzintensitiit (244). Eine Messung der Anderung der
Fluoreszenzintensitit bietet damit Riickschliisse auf den Calcium-Einstrom. Die Messung erfolgte mit
der FlexStation. Die FlexStation ist ein Mikroplattenlesegerit, das die Fluoreszenzintensitit {iber einen
gewissen Zeitraum misst. Ein eingebauter 8-Kanal Pipettierroboter ermoglichte die automatisierte
zeitgesteuerte Zugabe von Stimulationslosung aus einer 96-Well Platte in die 96-Well Testplatte. Daher
eignete sich die FlexStation fiir kinetische Messungen der Fluoreszenzintensitdtsdnderung.

Die Aktivierung verschiedener Purinrezeptoren, unter anderem des P2X7-Rezeptors, fiihrt zu einem
direktem Calcium-Einstrom in die Zelle. Durch Zugabe von verschiedenen rezeptorspezifischen
Inhibitoren oder unter Verwendung von transfizierten Zellen, koénnen durch Messung der
Fluoreszenzintensititsanderung Riickschliisse auf die P2X7-Rezeptoraktivierung gezogen werden (243).
Um die Aktivitit von Ap4 am P2X7-Rezeptor zu untersuchen, wurde daher der Calcium-Einstrom in der
vorliegenden Arbeit in THP-1 Monozyten, THP-1 Makrophagen und hP2X7-Rezeptor-transfizierten
HEK293 Zellen gemessen. Dazu wurden die Zellen in schwarzen 96-Wellplatten mit klarem Boden
(Corning) kultiviert, die zuvor mit Polylysin beschichtet wurden (Kapitel 2.2.1). Anschliefend wurden
die Zellen mit Fluo-4 beladen und die Fluoreszenzintensitdtsanderungen der Zellen wurden in Echtzeit
vor und wihrend der Zugabe verschiedener stimulierender Verbindungen mit der FlexStation gemessen.
HEK293 Zellen wurden mit dem pUNO1-hP2RX7 oder pUNO-mcs transfiziert und anschlieBend in ein
Rohrengefdl iiberfithrt und zentrifugiert (Kapitel 2.2.6.2). Nach der Zentrifugation wurde frisches
Wachstums- und Stimulationsmedium fiir HEK293 (Tabelle 2.18) hinzugegeben, sodass eine
Zellkonzentration von 1 Millionen Zellen pro Milliliter erreicht wurde. Je 100 ul der Zellsuspension
wurden mit einer Multikanalpipette pro Well in eine schwarze Polylysin-beschichtete 96-Wellplatte
(Kapitel 2.2.1) iiberfiihrt, sodass pro Well 0,1 Millionen Zellen enthalten waren. Die Messung erfolgte
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in Duplikaten und es wurde darauf geachtet, dass Kontroll-Wells fiir die ungefarbte Kontrolle (ohne
Farbstoffladepuffer, unstimuliert), die Negativkontrolle (mit Farbstoffladepuffer, unstimuliert) und
Positivkontrolle (mit Farbstoffladepufter, stimuliert mit Calcimycin 10 uM) eingeschlossen wurden. Die
Zellen wurden fiir 24 Stunden bei 37 °C im Brutschrank inkubiert. Wurden statt transfizierter HEK293
Zellen THP-1 Makrophagen verwendet, so wurden THP-1 Monozyten direkt in einer schwarzen
Polylysin-beschichteten 96-Well Platte ausdifferenziert (Kapitel 2.2.2.2). Dafiir wurde eine
Zellkonzentration von 0,5 Millionen THP-1 Monozyten pro Milliliter mit 25 ng/ml PMA hergestellt und
200 pl der Losung in die 96-Well Platte ausgesit, sodass in jedem Well 0,1 Millionen Zellen enthalten
waren. Nachdem die THP-1 Makrophagen ausdifferenziert waren oder nachdem die 24-stiindige
Inkubationszeit der HEK293 Zellen abgelaufen war, wurde das alte Medium abgesaugt und 40 pl
Farbstoffladepuffer (Tabelle 2.66) pro Well zugefiigt. In die ungefirbte Kontrolle wurden statt des
Farbstoffladepuffer 40 pl Calcium-Waschpufter (Tabelle 2.65) gegeben. Wurden THP-1 Monozyten fiir
die Messung des Calcium-Einstroms verwendet, so wurde die benétigte Zellmenge wihrend des
Passagierens in ein 50 ml Rohrengefdl iiberfithrt und zentrifugiert. Das Zellpellet wurde in
Farbstoffladepuffer resuspendiert, sodass eine Zellkonzentration von 2,5 Millionen Zellen pro Milliliter
erreicht wurde. Pro Well wurden 40 pl der Zellsuspension in eine schwarze Polylysin-beschichtete 96-
Well Platte tiberfiihrt, sodass ebenfalls pro Well 0,1 Millionen Zellen enthalten waren. Die Zellen wurden
jeweils fiir eine Stunde in Farbstoffladepuffer bei Raumtemperatur unter Lichtausschluss inkubiert.

In der Zwischenzeit wurden die Stimulationslosungen hergestellt. Dazu wurden die
Stimulationsreagenzien in Waschpuffer gelost, sodass eine 4-fache Konzentration der gewiinschten
Endkonzentration erreicht wurde. Als Positivkontrolle wurde das Calcium-lonophor Calcimycin
(Endkonzentration 10 pM) verwendet, das die intrazelluliren Calciumspiegel erhoht (245). Je 250 ul der
Stimulationsléosung wurden in eine 96-Well Platte mit V-Boden iiberfiihrt. Bei der Messung wurden mit
dem Pipettierroboter der FlexStation spéter 50 ul der Stimulationslosung zu den Zellen mit 150 pl
Waschpuffer hinzugefiigt, sodass die gewiinschte Endkonzentration erreicht wurde.

Nach Ablauf der einstiindigen Inkubationszeit mit Farbstoffladepuffer, wurde der Uberstand vorsichtig
mit einer Eppendorf-Pipette abgenommen. THP-1 Monozyten wurden davor 5 Minuten mit 200 g bei
Raumtemperatur zentrifugiert, um sicherzustellen, dass die THP-1 Monozyten sedimentieren. Nachdem
der Uberstand abgenommen wurde, wurden 150 pl Calcium-Waschpuffer (Tabelle 2.65), der
gegebenenfalls auch die Inhibitoren in der gewiinschten Konzentration enthielt, zugefiigt. Waren
Inhibitoren enthalten, wurde die Plate erncut 30 Minuten unter Lichtausschluss inkubiert. AnschlieSend
wurde die Platte mit den Zellen, sowie die Platte mit der Stimulationslosung in die FlexStation gestellt
und die Fluoreszenzmessung (Extinktion: 490, Emission: 525 nm, Cutoff: 515 nm) konnte gestartet
werden. Im Zeitintervall von 1,5 Sekunden wurde eine kinetische Messung durchgefiihrt und die

Anderung der Fluoreszenzintensitit gemessen. Die Fluoreszenzintensitit wurde in einer relativen
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Einheit, der RFU (relative fluorescence unit), ausgegeben. Bei der Messung wurde eingestellt, dass 50 pl

der Stimulationsldsungen nach 20 Sekunden der Platte zugefiigt wurden.

2.5 Statistik

Bis auf wenige Ausnahmen wurden die Daten von mindestens 3 unabhédngigen Experimenten
zusammengefasst und als Mittelwerte + SEM ausgedriickt. Die statistische Analyse wurde mit der
Software GraphPad Prism 9 durchgefiihrt. Bei Mehrfachvergleichen wurden statistisch signifikante
Unterschiede durch eine einfaktorielle Varianzanalyse, gefolgt von einem Dunnett-, Tukey- oder
Bonferroni-Test, ermittelt und bei *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <(,0001 als signifikant
angesehen. Fiir die Untersuchung der hemmenden Wirkung verschiedener Inhibitoren wurde die Ap4-,
ATP-, BZATP- und Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung auf 100 % gesetzt. Alle anderen Werte
wurden entsprechend berechnet. Statistische Unterschiede wurden durch einen t-Test mit einer
Stichprobe gegen 100 % bewertet.

Beziiglich der durchflusszytometrischen- bzw. Western Blot Analysen wurden ausschlieBlich

reprasentative Darstellungen ausgewahlt.
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3.1  Untersuchung der P2X7-Rezeptor-vermittelten IL-1B-Freisetzung

Der purinerge P2X7-Rezeptor spielt eine entscheidende Rolle bei Infektionen, Entziindungen und
Zelltod. Der nichtselektive lonenkanal wird durch den endogenen Liganden ATP aktiviert. Im Folgenden
wurde der Signalweg der P2X7-Rezeptor-abhéngigen IL-1p-Freisetzung in humanen Zellen untersucht.
Um mogliche Nebeneffekte durch hohe ATP-Konzentrationen auszuschlieBen, wurde auch BzATP, ein
potenterer P2X7-Rezeptoragonist (80,81) verwendet. Da Nigericin die IL-1B-Freisetzung unabhéngig

vom P2X7-Rezeptor induziert, diente es als Referenzsubstanz.

3141 IL-1B-Freisetzung in PBMCs

Im ersten Schritt wurde die IL-1pB-Freisetzung in PBMCs untersucht. Hierfiir erfolgte ein Priming mit
oder ohne den TLR2/1-Liganden Pam;CSKa4. AnschlieBend erfolgte eine Stimulation mit ATP, BZATP
und Nigericin. ATP, BZATP und Nigericin fiihrten zu einer Erh6hung der IL-1B-Freisetzung in PBMCs.
Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Freisetzung von IL-1B nur moglich war, wenn vor der
Stimulation ein Priming mit Pam3;CSKy4 erfolgte (Abbildung 3.1 A). Neben der Freisetzung von IL-1
wird itiber die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung auch die Caspase-1-vermittelte Pyroptose ausgelost
(9,50). Der pyroptotische Zelltod wurde anhand der Freisetzung des endogen vorkommenden Enzyms
LDH gemessen (246). ATP, BZATP und Nigericin erhdhten folglich die LDH-Freisetzung in Pam;CSK4-
geprimten PBMCs um 24 %, 12 % bzw. 31 % im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 3.1 B).
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Abbildung 3.1: Pam3CSK4 Priming von PBMCs ist fiir die Freisetzung von IL-1p unerlisslich. (A und B)
PBMCs wurden ohne oder mit PamsCSK4 (1 ng/ml) geprim¢ und dann 3 Stunden ohne oder mit ATP (5 mM),
BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden (A) mittels ELISA

auf die IL-13 Konzentration und (B) auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die Ergebnisse sind in % der
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maximalen LDH-Freisetzung angegeben. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3 - 4).
Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001, ungepaarter t-
Test. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

311 IL-1B-Freisetzung in THP-1 Zellen

Da die ATP IL-1B-Freisetzung erfolgreich in humanen PBMCs gezeigt werden konnte, sollte im néchsten
Schritt bestitigt werden, dass die humane THP-1 Zelllinie ein gut etabliertes und weit verbreitetes Modell
zur Untersuchung der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms ist. Dafiir wurden sowohl THP-1
Monozyten als auch THP-1 Makrophagen in gleicher Weise wie die PBMCs stimuliert (Abbildungen 3.2
A und 3.3 A). Es zeigte sich, dass in THP-1 Monozyten eine verlédngerte Stimulationszeit von 6 Stunden
erforderlich ist, damit ATP und BzATP eine IL-1B-Freisetzung induzieren konnten (Abbildung 3.2 B).
Sowohl in THP-1 Monozyten (Abbildung 3.2 B), als auch in THP-1 Makrophagen (Abbildung 3.3 A)
wurde ein starker Anstieg der IL-1pB-Freisetzung nach Stimulation mit ATP, BZATP oder Nigericin in
geprimten Zellen beobachtet, obgleich die Immunantwort in THP-1 Zellen geringer ausfiel als in

PBMCs.
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Abbildung 3.2: Fiir die IL-1p-Freisetzung der THP-1 Monozyten sind 6 Stunden Stimulationszeit
erforderlich. THP-1 Monozyten wurden ohne oder mit Pam3;CSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann (A) 3 Stunden
oder (B) 6 Stunden ohne oder mit ATP (5 mM), BZATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Die
IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme
zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =3 -5). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01,
*EEP < 0.001, ****P < 0.0001, ungepaarter t-Test. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach
(247).
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Um die Bioaktivitit des sezernierten IL-1p zu bestéitigen, wurden die Uberstinde von stimulierten THP-1
Makrophagen zu HEK293 Reporterzellen gegeben (Abbildung 3.3 B), die den IL-1-Rezeptor
exprimieren und mit einem NF-kB/AP-1-induzierbaren Reporter fiir sekretierte embryonale alkalische
Phosphatase (SEAP) transfiziert sind (218). Die Bindung von bioaktivem IL-1p an den IL-1 Rezeptor
der HEK293 Reporterzellen, aktiviert die NF-kB/AP-1 Signalkaskade, welches mit der Sekretion von
SEAP einhergeht, die sich in einer kolorimetrischen Verschiebung und einer erhdhten Absorption des
Detektionsmediums manifestiert. Uberstinde von Pam;CSKu-geprimten THP-1 Makrophagen, die mit
ATP und BzATP stimuliert wurden, fiihrten zu einem signifikanten Anstieg der Absorption (Abbildung
3.3 B). Dies bestitigt, dass ATP und BzATP die Freisetzung der bioaktiven Form von IL-1p induzieren.
Obwohl Nigericin die Freisetzung von IL-1B in THP-1 Makrophagen stark induzierte, konnte kein
signifikanter Anstieg der Absorption im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Der ausbleibende
Anstieg der Absorption kdénnte durch zytotoxische Effekte des im Uberstand verbleibenden Nigericins
auf die HEK293 Reporterzellen erklért werden.
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Abbildung 3.3: Priming von THP-1 Makrophagen ist fiir die Freisetzung von bioaktivem IL-1f unerlisslich.
THP-1 Makrophagen wurden ohne oder mit PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden ohne oder mit
ATP (5 mM), BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. (A) Die IL-1B-Freisetzung in den
Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. (B) Die Zellkulturiiberstdnde der stimulierten THP-1
Makrophagen wurden auf HEK293 Reporterzellen iibertragen. Die SEAP-Produktion wurde mit QUANTI-
Blue nachgewiesen und die optische Dichte bei 620 nm gemessen. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n = 3 - 4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001,
*kEH*P <0.0001, (A) ungepaarter t-Test, (B) einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett. Die
Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).
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3.1.2 Die P2X7-Rezeptor-induzierte IL-1B-Sekretion ist weitgehend
NLRP3-unabhingig

Um festzustellen, ob ATP die Freisetzung von IL-1p iliber den P2X7-Rezeptor vermittelt, wurde der
Einfluss verschiedener P2X7-Rezeptorantagonisten getestet. BZATP diente als Referenzsubstanz. Die
ATP- und BzATP-vermittelte IL-1pB-Freisetzung wurde in Gegenwart der selektiven P2X7-Rezeptor-
antagonisten A804598 und oxATP gehemmt (Abbildung 3.4 A und B). Jedoch war die Hemmung der
ATP-induzierten Zytokinfreisetzung durch den irreversiblen Antagonisten oxATP weniger stark
ausgeprégt, als durch den nicht-kompetitiven reversiblen Antagonisten A804598 (248,249). Da es
bereits Studien gibt, die zeigen, dass der P2X4-Rezeptor an der Inflammasom-Aktivierung in Méusen
beteiligt ist (250,251), wurde untersucht, ob neben dem P2X7-Rezeptor auch noch andere
Purinrezeptoren an der IL-1B-Freisetzung in Humanzellen beteiligt sind. Deshalb wurde der Einfluss
des spezifischen P2X4-Rezeptorantagonisten 5-BDBD (252) und des P2-Rezeptorantagonisten PPADS
(253,254) auf die IL-1B-Freisetzung getestet. Die Zugabe von 5-BDBD verringerte die ATP- und
BzATP-induzierte IL-1pB-Freisetzung nicht (Abbildung 3.4 C). Durch PPADS wurde die Freisetzung
von IL-1B durch mit ATP- und BzATP-stimulierte Makrophagen auf 60,6 % bzw. 4,2 % gesenkt
(Abbildung 3.4 D). Wie erwartet, wurde die IL-1p-Freisetzung, die durch das Kaliumionophor Nigericin

vermittelt wurde, durch keinen der getesteten P2X-Rezeptorantagonisten beeinflusst.
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Abbildung 3.4: Die ATP- und BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung ist vom P2X7-Rezeptor abhingig.
THP-1 Makrophagen wurden mit Pam3CSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit ATP (5 mM), BZATP
(300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Antagonisten (A und B) des P2X7-Rezeptors (A804598, 1 uM;
oxATP, 300 uM), (C) des P2X4-Rezeptors (5-BDBD, 25 uM) oder (D) der P2-Rezeptoren (PPADS, 100 uM)
wurden eine Stunde vor der Stimulation zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstdnden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP- oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung
wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, ****P <0.0001, Einstichproben-t-Test gegen
100 %. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

Bisher wird angenommen, dass ein K'-Efflux aus dem intrazelluldren Raum fiir die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms entscheidend ist (30,32), unabhéngig davon, ob der P2X7-Rezeptor durch ATP

oder BZATP aktiviert wird oder ob Nigericin als lonophor verwendet wird. Um zu bestimmen, welches
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die optimale extrazelluldre Kaliumchloridkonzentration ist, die zur Hemmung des K'-Ausstroms und der
daraus resultierenden NLRP3-abhéngigen IL-1B-Sekretion erforderlich ist, wurde Nigericin zusammen
mit steigende Kaliumkonzentrationen inkubiert (Abbildung 3.5 A). Eine Konzentration von 75 mM
extrazelluldirem Kaliumchlorid konnte die Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung vollstindig
blockieren, ohne toxische Effekte zu verursachen (Abbildung 3.5 B). Die durch ATP- oder BzATP-
vermittelte [L.-1B-Sekretion konnte durch 75 mM Kaliumchlorid hingegen nur um 50 % reduziert werden
(Abbildung 3.5 C). Dies ldsst vermuten, dass durch die Stimulation des P2X7-Rezeptors eine weitere
Signalkaskade aktiviert wird, die unabhidngig vom K'-Ausstrom und der damit verbundenen

NLRP3-Inflammasom-Aktivierung eine IL-1B-Freisetzung zur Folge hat.
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Abbildung 3.5: Erhohung der extrazelluliiren Kaliumkonzentration inhibiert die Nigericin- und senkt die
P2X7-Rezeptor-induzierte IL-1B-Freisetzung. THP-1 Makrophagen wurden mit Pams;CSK4 (1 pg/ml)

geprimt und dann in Ab- oder Anwesenheit von steigenden Kaliumchloridkonzentrationen 3 Stunden mit
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Nigericin (10 pM) stimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden mittels ELISA auf die IL-1f Konzentration
oder (B) THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit steigenden
Kaliumchloridkonzentrationen stimuliert. Die Zellkulturiiberstinde wurden auf die LDH-Freisetzung
untersucht. Die Ergebnisse sind in % der maximalen LDH-Freisetzung angegeben. (A und B)
Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n=3). Statistische Unterschiede: ****P <0.0001,
einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett, (C) THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSKa4
(1 pg/ml) geprimt und dann in Ab- oder Anwesenheit von 75 mM Kaliumchlorid 3 Stunden mit ATP (5 mM),
BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP- oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung
wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, ****P <0.0001, Einstichproben-t-Test gegen 100 %. Die Abbildung ist ein
modifizierter Nachdruck nach (247).

Dariiber hinaus wurde die NLRP3-Abhéngikeit der IL-1B-Freisetzung genauer untersucht. In der
Annahme, dass die IL-1B-Freisetzung NLRP3-abhingig ist, wurden die NLRP3-Inflammasom-
Inhibitoren Bay 11-7082 (255) und MCC950 (CRID3) (256) eingesetzt und die Veranderung der IL-1B-
Freisetzung gemessen. In Anwesenheit von Bay 11-7082 wurde die ATP-, BZATP- und Nigericin-
induzierte IL-1B-Freisetzung auf 50,5 %, 53,7 % bzw. 7,8 % reduziert (Abbildung 3.6 A). MCC950
senkte die ATP- und Nigericin-vermittelte IL-1B-Sekretion auf 24,4 % bzw. 0,9 % (Abbildung 3.6 B).
Interessanterweise wurde die durch BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung durch MCC950 nicht
beeinflusst, was eine NLRP3-unabhidngige IL-1B-Freisetzung durch P2X7-Rezeptoraktivierung
vermuten ldsst. Deswegen wurde im nichsten Schritt untersucht, ob THP-1 Zellen mit einem NLRP3-
Knockout in der Lage sind IL-1p freizusetzen. In der Tat fiihrte eine Stimulation geprimter Knockout-
Makrophagen mit BZATP oder ATP zu einem signifikanten Anstieg der IL-1B-Freisetzung, wobei die
IL-1B-Freisetzung durch BZATP sogar hoher war als durch ATP. Im Gegensatz dazu konnte Nigericin
die IL-1B-Freisetzung in geprimten NLRP3-Knockout-THP-1 Makrophagen nicht erhdhen (Abbildung
3.6 C).

96



Ergebnisse

A B
g 1501 Q 150
2 pox o DS o I s s
2£ 1004@m @ o ©£ 1004fy @ £
85 =
0 ? ol o
x s X @
=]
< 50+ g 50+
= o oy
A A\
0 ﬁ o) 8 = 0 e
MCC950 - + - + -+ Bay 11-7082 - + - + -+
ATP BzATP  Nig ATP BzATP Nig
C
sk ns
i mi
0.3
o
E 0.2- .
g’ [ | o o
col
™y 0.1 o
o.o-ﬂ& ﬁi ]
+ -+ -+

Pam;CSK, - + -
Kontrolle ATP BzATP Nig

Abbildung 3.6: Die P2X7-Rezeptor-induzierte IL-1B-Freisetzung ist NLRP3-unabhiingig. (A und B) THP-1
Makrophagen wurden ohne oder mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit ATP (5 mM),
BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. NLRP3-Inhibitoren (A) Bay-11.7082 (20 uM) und (B)
MCC950 (10 uM) wurden eine Stunde vor der Stimulation zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den
Zellkulturiiberstanden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP- oder Nigericin-induzierte
IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM,
(n= 3 -4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****pP <0.0001,
Einstichproben-t-Test gegen 100 %. (C) NLRP3 KO THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSKa4 (1 pg/ml)
geprimt und dann 3 Stunden mit ATP (5 mM), BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 pM) stimuliert. Die
IL-1B-Konzentration in den Uberstinden wurde mittels ELISA analysiert. Das Balkendiagramm zeigt die
Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P < 0.01, ungepaarter t-Test.
Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck
nach (247).
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313 Die durch den P2X7-Rezeptor-induzierte IL-1B3-Sekretion ist teilweise

Caspase-unabhiangig

Die NLRP3-Oligomerisierung fiihrt zur Selbstspaltung der Pro-Caspase-1 in ihre aktive Form (257).
AnschlieBend spaltet die aktive Caspase-1 Pro-IL-1f in reifes, bioaktives IL-13. Um festzustellen,
inwieweit die IL-1B-Sekretion von Caspasen abhéngt, wurde der Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-cmk
und der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk verwendet. Zunichst wurde die optimale Konzentration
ermittelt, die bendtigt wird, um eine Hemmung der IL-1B-Freisetzung zu erzielen. Dafiir wurde der
Stimulation von geprimten Makrophagen mit Nigericin steigende Konzentrationen des Caspase-1 und
Pan-Caspase-Inhibitors zugesetzt (Abbildung 3.7 A). Eine Konzentration von 40 uM erwies sich sowohl
bei dem Caspase-1-Inhibitor als auch dem Pan-Caspase-Inhibitor als effektiv, ohne dabei toxische
Effekte zu verursachen (Abbildung 3.7 B), weswegen diese Konzentration auch in den folgenden
Experimenten eingesetzt wurde.

Durch die Hemmung der Caspase-1-Aktivitét konnte die ATP-, BZATP- und Nigericin-induzierte IL-1p-
Sekretion auf 64,8 %, 58,4 % bzw. 30,3 % reduziert werden (Abbildung 3.7 C). Die Wirkung des
Pan-Caspase-Inhibitors Z-VAD-fmk auf die ATP- und Nigericin-vermittelte IL-1B-Freisetzung war
sogar noch ausgeprégter. Z-VAD-fmk senkte die ATP- und Nigericin-induzierten Zytokinspiegel auf
22,6 % bzw. 1,6 % senkte. Daher kann schlussgefolgert werden, dass an der ATP- und Nigericin-
induzierten IL-1B-Freisetzung neben der Caspase-1 auch andere Caspasen beteiligt sind. Die BZATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung hingegen wurde durch den Pan-Caspase-Inhibitor mit einer Reduktion auf

56,4 % auf vergleichbare Weise gesenkt wie durch den Caspase-1-Inhibitor.
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Abbildung 3.7: Der Einfluss von Caspasen auf die IL-1pB-Freisetzung. THP-1 Makrophagen wurden mit
PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden ohne oder mit Nigericin (10 pM) stimuliert. Der
Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-cmk oder der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk wurde eine Stunde vor der
Stimulation in steigenden Konzentrationen zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiibersténden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n=3-4).
Statistische Unterschiede: ***P <0.001, ****P <0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von
Dunnett. (B und C) THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSKa4 (1 ng/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit
ATP (5 mM), BzATP (300 pM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Der Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-cmk
(40 uM) oder der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk (40 pM) wurde eine Stunde vor der Stimulation
zugegeben. (B) Die Zellkulturiibersténde wurden auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die Ergebnisse sind
in % der maximalen LDH-Freisetzung angegeben. (C) Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP- oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung
wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =3 - 4). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, Einstichproben-t-Test gegen
100 %. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

3.1.3.1 Der Einfluss von Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen an der P2X7-

vermittelten IL-1B-Freisetzung

Da die ATP- und BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung durch Hemmung der Caspasen nicht vollstdndig
blockiert werden konnte, wurde im néichsten Schritt die Beteiligung anderer Proteasen an der IL-1p-
Sekretion untersucht. Dafiir wurden Inhibitoren von Serin-, Cystein- und Aspartat-Proteasen verwendet.
In Gegenwart des Serinprotease-Inhibitors AEBSF kam es zu einer Reduktion der IL-1B-Sekretion, die
durch ATP, BZATP und Nigericin vermittelt wurde (Abbildung 3.8 A). Wurde AEBSF in Kombination
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mit einem Pan-Caspase-Inhibitor verwendet, konnte die IL-1B-Sekretion, die durch ATP und BzATP
vermittelt wurde, sogar weiter reduziert werden, wihrend die Nigericin-induzierte IL-13-Freisetzung
vollstiandig blockiert wurde. In Gegenwart des Cysteinprotease-Inhibitors E64 oder des Aspartatprotease-
Inhibitors Pepstatin A blieben die IL-1B-Spiegel, die durch Stimulation von Makrophagen mit ATP,
BzATP und Nigericin erreicht wurden, unveréndert (Abbildung 3.8 C und E). Die Kombination von E64
oder Pepstatin A mit Z-VAD-fmk reduzierte jedoch die von ATP-, BZATP- und Nigericin-vermittelte
IL-1B-Freisetzung. Die eingesetzten Konzentrationen der Inhibitoren hatten dabei keine toxischen
Effekte auf die THP-1 Zellen (Abbildung 3.8 B, D und F). Demnach verlduft sowohl die P2X7-Rezeptor-
abhéngige als auch die P2X7-Rezeptor-unabhingige IL-1B-Freisetzung in Makrophagen unter

Beteiligung von Serinproteasen und Caspasen, wohingegen Cystein- und Aspartatproteasen nicht

beteiligt sind.
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Abbildung 3.8: Der Einfluss verschiedener Proteasen auf die IL-1B-Freisetzung. THP-1 Makrophagen
wurden mit Pam3;CSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit ATP (5 mM), BzATP (300 uM) oder
Nigericin (10 uM) stimuliert. Inhibitoren der (A, B) Serinprotease (AEBSF, 300 uM), (C, D)
Cysteinprotease (E64, 10 uM) (E, F) oder Aspartatprotease (Pepstatin A, 50 pM) wurden mit oder ohne dem
Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk (40 uM) eine Stunde vor der Stimulation zugegeben. (A, C, E) Die
IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP-
oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. (B, D, F) Die Zellkulturiiberstinde
wurden auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die Ergebnisse sind in % der maximalen LDH-Freisetzung
angegeben. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =3 - 4). Statistische Unterschiede:
ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P < 0.0001, Einstichproben-t-Test gegen 100 %. Die
Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

3.1.3.2 Zusammenhang des K'-Effluxes und der Serinproteasen mit der Caspase-

abhangigen IL-1B-Freisetzung

Da die P2X7-vermittelte IL-1B-Freisetzung durch Hemmung des K'-Efflux lediglich auf 50 % reduziert
werden konnte, wurde die Existenz einer weiteren durch den P2X7-Rezeptor aktivierte Signalkaskade
vermutet, die unabhéngig vom K'-Ausstrom eine IL-1B-Freisetzung zur Folge hat. Im nichsten Schritt
wurde untersucht, ob die Caspase-abhingige IL-1B-Freisetzung durch BzATP mit dem K'-Efflux
zusammenhéngt oder diese Signalkaskaden getrennt voneinander ablaufen. Dafiir wurde der Einfluss der
alleinigen oder gemeinsamen Hemmung des K'-Efflux und der Caspasen auf die IL-1B-Freisetzung
untersucht. Hierbei konnte ein synergistischer Effekt ausgeschlossen werden, da die Kombination von
Kaliumchlorid und dem Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk die BzATP-induzierte IL-1p3-Freisetzung
auf dhnliche Werte reduzierte wie die Zugabe von Kaliumchlorid allein (Abbildung 3.9 A). In gleicher
Weise verlief es auch mit dem Serinprotease-Inhibitor AEBSF (Abbildung 3.9 B). Eine Kombination
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von AEBSF und Z-VAD-fmk konnte die BZATP-vermittelte IL-1p-Freisetzung nicht weiter reduzieren
als AEBSF allein.
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Abbildung 3.9: Die gleichzeitige Hemmung sowohl des K*-Effluxes als auch der Serinproteasen zusammen
mit Caspasen zeigen keine additiven Effekte auf die IL-1p-Freisetzung. THP-1 Makrophagen wurden mit
Pam3CSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann (A) in An- oder Abwesenheit von Kaliumchlorid (75 mM) 3 Stunden
mit BZATP (300 uM) stimuliert. (A und B) Der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk (40 uM) oder der (B)
Serinprotease-Inhibitor (AEBSF, 300 uM) wurden eine Stunde vor der Stimulation zugegeben. Die IL-1p-
Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die BzZATP-induzierte IL-1p-
Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n=3 - 7).
Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001, einfaktorielle
Varianzanalyse gefolgt von Tukey. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

Pro-IL-1P kann statt durch Caspase-1 auch durch Serinproteasen in seine aktive Form gespalten werden
(258). Nachdem bereits die Beteiligung von Serinproteasen auf die ATP-, BZATP- und Nigericin-
induzierte IL-1B-Freisetzung nachgewiesen wurde (Abbildung 3.8 A), wurde untersucht, ob eine
Stimulation von Makrophagen mit ATP, BZATP oder Nigericin die Genexpression der Serinproteasen
Proteinase 3 (PRTN3), neutrophile Elastase (ELANE) oder Cathepsin G (CTSG) beeinflusst. Es konnte
jedoch keine Hochregulation der Gene PRTN3, ELANE oder CTSG gezeigt werden (Abbildung 3.10).
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Abbildung 3.10: ATP, BZATP und Nigericin haben keinen Einfluss auf die Genexpression verschiedener
Serinproteasen. THP-1 Makrophagen wurden ohne oder mit Pam3;CSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3
Stunden mit ATP (5 mM), BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Die Genexpression von
PRTN3, ELANE und CTSG wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen Werte auf
die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). Die Balkendiagramme zeigen die

Mittelwerte + SEM (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (247).

314 Priming mit verschiedenen TLR-Liganden beeinflusst die Signaltransduktion
der P2X7-vermittelten IL-1B-Freisetzung

Wie bereits gezeigt wurde, ist ein TLR-vermitteltes Priming der THP-1 Makrophagen fiir eine Induktion
der IL-1B-Freisetzung notwendig (Abbildung 3.3 A). Allerdings konnen nicht nur TLR2/1-Liganden als
Priming dienen (259). Deswegen wurden auch der TLR2/6-Ligand Pam,CSK4 und der TLR4-Ligand
LPS anstelle von Pam3zCSK4 verwendet (Abbildung 3.11 A). Mit Pam,CSK4- und LPS-geprimte THP-1
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Makrophagen fithrten nach Stimulation mit ATP, BzATP oder Nigericin zu einer gesteigerten
Freisetzung von IL-1f, die aber geringer ausfiel als in PamsCSK4-geprimten Zellen.

Daraufhin wurde die Rolle des Primings durch verschiedene TLR-Signalwege weiter charakterisiert.
Durch Aktivierung der TLR2- oder TLR4-Signalkaskade wurde die Genexpression von /L/B und IL18
erhoht (Abbildung 3.11 B). Unterschiede abhingig von der TLR-Signalkaskade konnten jedoch nicht
festgestellt werden, weswegen angenommen wurde, dass das Priming durch verschiedene TLR-Liganden
keinen weiteren Einfluss auf die Induktion der NLRP3-abhéngigen IL-1B-Freisetzung hat. Die Hemmung
des NLRP3-Inflammasoms in mit Nigericin-stimulierten Makrophagen fiihrte zu einer vergleichbaren
Abnahme der IL-1pB-Freisetzung, unabhéngig davon, welcher TLR-Ligand fiir das Priming verwendet
wurde (Abbildung 3.11 C). Wie zuvor bereits gezeigt wurde (Abbildung 3.6 B), blieben die durch
BzATP-induzierten Zytokinspiegel in Anwesenheit des NLRP3-Inflammasom-Inhibitors MCC950
unveridndert, wenn das Priming mit dem TLR2/1-Liganden Pam3;CSK4 durchgefiihrt wurde. Im
Gegensatz dazu wurde in mit LPS- und Pam>CSKus-geprimte Makrophagen die BzATP-induzierten
IL-1B-Zytokinspiegel durch die NLRP3-Inflammasom-Hemmung auf 44,6 % bzw. 57,0 % reduziert.
Dies deutet darauf hin, dass die TLR-Signaliibertragung die Signaltransduktion der P2X7-vermittelten

IL-1B-Freisetzung unterschiedlich moduliert.
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Abbildung 3.11: Der Einfluss des Primings durch verschiedene TLR-Liganden auf die IL-1B-Freisetzung.
THP-1 Makrophagen wurden ohne, mit Pam>CSK4 oder mit LPS (je 1 ug/ml) geprim¢ und dann 3 Stunden
ohne oder mit ATP (5§ mM), BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 pM) stimuliert. Die IL-1p-Freisetzung in
den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n=3). (B) THP-1 Makrophagen wurden mit Pam3;CSKa, Pam2CSK4 oder LPS (je
1 ng/ml) geprimt. Die Genexpression von /L/B und /L18 wurden auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert
und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1.0). Die
Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, einfaktorielle
Varianzanalyse gefolgt von Tukey. (C) THP-1 Makrophagen wurden mit Pam3CSKa, Pam2CSKa4 oder LPS
(je 1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit ATP (5 mM), BzATP (300 uM) oder Nigericin (10 uM)
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stimuliert. Der NLRP3-Inhibitor MCC950 (10 pM) wurde eine Stunde vor Stimulation zugegeben. Die
IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch ATP-, BZATP-
oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n =3 - 5). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001,
*#x%p < 0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Tukey. Die Abbildung ist ein modifizierter
Nachdruck nach (247).

Obgleich die IL-1p-Freisetzung durch Stimulation des P2X7-Rezeptoragonisten BZATP in Pam3;CSK.,
Pam,CSK4 oder LPS geprimten Zellen dhnlich hoch ausfiel (Abbildungen 3.3 A und 3.11 A), sollte
ausgeschlossen werden, dass sich eine Stimulation durch verschiedene TLRs auf die
P2X7-Rezeptorexpression auswirkt, was die ATP oder BzATP-vermittelte IL-1B-Freisetzung
beeinflussen wiirde. Dafiir wurden THP-1 Makrophagen ohne oder mit dem TLR2/1-Liganden
Pam3CSK4, dem TLR2/6-Liganden Pam,CSK4 oder dem TLR4-Liganden LPS inkubiert und die
relativen P2X7-Rezeptor-Proteinspiegel mittels Western Blot Analytik untersucht (Abbildung 3.12). Es
zeigte sich kein signifikanter Unterschied der P2X7-Rezeptor-Proteinspiegel im Vergleich zur Kontrolle,

sodass eine TLR-vermittelte Beeinflussung der P2X7-Rezeptorexpression ausgeschlossen werden

konnte.
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Abbildung 3.12: Der Einfluss verschiedener TLR-Liganden auf die P2X7-Rezeptorexpression. THP-1
Makrophagen wurden 24 Stunden ohne oder mit Pam3;CSKa, Pam2CSKa4 oder LPS (je 1 pg/ml) inkubiert. Die
Proteinlevel des P2X7-Rezeptors aus den Zelllysaten wurden mittels Western Blot Analytik bestimmt. Die
Daten représentieren 4 unabhéngige Experimente. Die P2X7-Rezeptor-Proteinlevel wurden auf die jeweilige
Gesamtproteinmenge normalisiert und die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle
bezeichnet mit dem Wert 1). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM, (n =4). Statistische

Unterschiede: ns > 0.05, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Tukey.
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3.2 Auswirkungen von Ap4 auf Zellen des angeborenen Immunsystems

Im ersten Teil dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass ATP tiber P2X7-Rezeptoren einen Einfluss auf
die IL-1B-Freisetzung in Immunzellen hat. Ap4, welches sich strukturell nur durch eine weitere
Phosphatgruppe von ATP unterscheidet, konnte demnach eine dhnliche Wirkung aufweisen. Da
immunmodulatorische Wirkungen von Ap4 bisher nicht in der Literatur beschrieben sind, sollten die
Effekte von Ap4 auf Monozyten und Makrophagen in der vorliegenden Arbeit genauer untersucht
werden. Es ist bereits bekannt, dass Ap4 aus dem Endothel stammt und iiber die Bindung am P2X1-
Rezeptor als starker Vasokonstriktor fungiert (97). Im folgenden Teil wird untersucht, ob Ap4 auch an
anderen P2X-Rezeptoren wie dem P2X7-Rezeptor wirken kann und dadurch eine Freisetzung von IL-18

induziert.

3.21 Ap4 induziert in angeborenen Immunzellen die Freisetzung von IL-1$

Zuerst wurde iiberpriift, ob Ap4 zu einer Freisetzung von IL-1p fiihrt. Dafiir wurden PBMCs mit dem
TLR2/1-Agonisten PamsCSK4 geprimt und anschlieBend mit Ap4 stimuliert. In geprimten PBMCs
vermittelte Ap4 die Freisetzung von IL-1B. Ein Priming mit Pam3CSK4 war dafiir notwendig (Abbildung
3.13). Auffillig war, dass die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung schwécher ausgeprégt war als die IL-1§-

Freisetzung durch dquimolare Konzentrationen von ATP (Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.13: Ap4-induzierte IL-13-Freisetzung in geprimten PBMCs. (A) PBMCs wurden ohne oder mit
PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert. Die Zellkulturiiberstéinde
wurden mittels ELISA auf die IL-1p Konzentration untersucht. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n =4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001,
**kH%P <0.0001, (A) einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett.
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Als néchstes wurde getestet, ob Ap4 neben IL-1B auch eine Freisetzung anderer Zytokine begiinstigt.
Deshalb wurden die Zellkulturiiberstinde von Ap4-stimulierten PBMCs mittels Multiplex-Analyse auf
verschiedene Zytokine untersucht. Es sollten dabei die Effekte von Ap4 allein, aber auch der Effekt von
Ap4 auf mit PamsCSK4 geprimte Zellen untersucht werden. Es konnte keine Freisetzung von IL-17A,
GM-CSF, IFN-a, IL-4 oder IL-5 nachgewiesen werden. Dariiber hinaus war die Freisetzung von IL-2,
IL-12, IL-9, IL-10, IFN-y nach Stimulation mit Ap4 gegeniiber der unstimulierten Kontrolle nicht erhoht.
Wie erwartet induzierte Pam3;CSK4 die Freisetzung von TNF und IL-6, aber auch hier blieben die

Zytokinspiegel unverdndert, wenn die Zellen anschliefend mit Ap4 stimuliert wurden (Abbildung 3.14).
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Abbildung 3.14: Beeinflussung der Zytokinfreisetzung durch Ap4-Stimulation von PBMCs. PBMCs wurden
ohne oder mit Pam3CSKa (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit oder ohne Ap4 (5 mM) stimuliert. Die
Zytokinkonzentrationen der Zellkulturiiberstinde wurde mit dem MACSPlex Multiplex Assay mittels

Durchflusszytometrie bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =2 - 3).
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Wie bereits bestdtigt werden konnte, eignet sich die humane THP-1 Zelllinie als Modell fiir die
Untersuchung der ATP-vermittelten NLRP3-Inflammasom-Aktivierung und IL-1pB-Freisetzung. Ap4
induzierte in geprimten nicht aber in ungeprimten THP-1 Monozyten einen signifikanten Anstieg der

IL-1B-Freisetzung, auch wenn die Antwort geringer ausfiel als in PBMCs (Abbildung 3.15).
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Abbildung 3.15: Ap4 induziert die Freisetzung von IL-1p in geprimten THP-1 Monozyten. THP-1
Monozyten wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 6 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert. (A)
Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstdinden wurde mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm
zeigt die Mittelwerte + SEM, (n=4). Statistische Unterschiede: ns>0.05, *P <0.05, **P <0.01,

*EEP < 0.001, ****P < 0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett.

In geprimten THP-1-Makrophagen erhdhte Ap4 die IL-1B-Sekretion konzentrationsabhéngig (Abbildung
3.16 A). Wie in PBMCs war ein Priming mit einem TLR2/1-Liganden dafiir notwendig. Die Bioaktivitét
des sezernierten IL-1f wurde anschlieBend tiberpriift, indem die Zellkulturiiberstédnde stimulierter THP-1
Zellen mit HEK293 Reporterzellen analysiert wurden. In der Tat konnte gezeigt werden, dass im Zuge
der Ap4-Stimulation bioaktives IL-1 ausgeschiittet wird (Abbildung 3.16 B). In einem néchsten Schritt
sollte iiberpriift werden, ob die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung durch Caspase-1-Aktivitit und damit
einhergehende Pyroptose freigesetzt wird. Ap4 fiihrte in THP-1 Makrophagen zu einem Anstieg der
LDH-Konzentration. Allerdings war die LDH-Freisetzung nach Ap4-Stimulation bei ungeprimten Zellen
dhnlich hoch wie bei geprimten Zellen (Abbildung 3.16 C). Diese Ergebnisse legen nahe, dass Ap4 selbst
zytotoxische Effekte hat, die unabhidngig von der Caspase-1l-abhéngigen Pyroptose zu einer

Membranpermeabilitét fithren.
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Abbildung 3.16: Ap4 induziert konzentrationsabhingig die Freisetzung von bioaktivem IL-1f in geprimten
THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen wurden mit Pam3;CSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden
mit (A) steigenden Konzentrationen von Ap4 oder (B und C) 5 mM Ap4 stimuliert. (A) Die IL-1pB-
Freisetzung in den Zellkulturiiberstdnden wurde mittels ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n =3 - 6). Statistische Unterschiede: ****P < 0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse
gefolgt von Tukey. (B) Die Zellkulturiiberstdnde der stimulierten THP-1 Makrophagen wurden auf HEK293
Reporterzellen iibertragen. Die SEAP-Produktion wurde mit QUANTI-Blue nachgewiesen und die optische
Dichte bei 620 nm gemessen. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =4). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P <0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse
gefolgt von Dunnett. (C) Die Zellkulturiiberstinde wurden auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die
Ergebnisse sind in % der maximalen LDH-Freisetzung angegeben. Die Balkendiagramme zeigen den

Mittelwert + SEM, (n = 3).

Um zu untersuchen, ob Ap4 in THP-1 Makrophagen neben IL-1fB zur Freisetzung von anderen

proinflammatorischen Zytokinen fiihrt, wurde die IL-8- und TNF-Freisetzung mittels ELISA untersucht.
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Im Einklang mit den Ergebnissen, die mit PBMCs erzielt wurden, wurde durch Ap4 kein Anstieg der
Konzentrationen von IL-8 oder TNF beobachtet, wiahrend PamCSK4 wie erwartet die Sekretion beider

Zytokine stark erhohte (Abbildung 3.17 A und B).
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Abbildung 3.17: Einfluss der Stimulation von THP-1 Makrophagen mit Ap4 auf die IL-8- und TNF-
Freisetzung. THP-1 Makrophagen wurden (A) 24 h oder (B) 4 h mit Ap4 (5 mM) oder Pam3;CSKu4 (1 pg/ml)
stimuliert. Die (A) IL-8- und (B) TNF-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA

bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3).

3.22 Einfluss von P2X-Rezeptoren auf die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung

Aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit zu ATP, wurde die Hypothese aufgestellt, dass Ap4 die IL-1p-
Freisetzung ebenfalls iiber den P2X7-Rezeptor vermittelt. AuBerdem wird, wie bereits erwahnt, auch der
P2X4-Rezeptor mit der IL-1B-Freisetzung in Verbindung gebracht. Um die Abhéngigkeit der
Ap4-induzierten IL-1B-Freisetzung von P2X7- und P2X4-Rezeptoren zu iiberpriifen, wurde der Einfluss
verschiedener P2X-Rezeptorantagonisten vor der Ap4-Stimulation getestet. Wéhrend die Ap4-induzierte
IL-1B-Freisetzung durch die Zugabe des nicht-kompetitiven reversiblen P2X7-Rezeptorantagonisten
A804598 unverdndert blieb (Abbildung 3.18 A), wurde die IL-1B-Freisetzung durch ATP durch
A804598 komplett verhindert (Abbildung 3.4 A). In Anwesenheit des irreversiblen
P2X7-Rezeptorantagonist oxATP wurde die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung jedoch auf 42,7 %
gesenkt (Abbildung 3.18 B), was sich mit Ergebnissen fiir ATP deckt (Abbildung 3.4 B). In Anwesenheit
des P2X4-Rezeptorantagonisten 5-BDBD verringerte sich die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung nicht
(Abbildung 3.18 C) und auch durch die Zugabe von PPADS, ein P2-Rezeptorantagonist, blieb die IL-1f-
Freisetzung unveridndert (Abbildung 3.18 D). Obwohl der P2X7-Rezeptor an der Wirkung von Ap4
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beteiligt zu sein scheint, konnte die IL-1p-Freisetzung von Ap4-stimulierten Makrophagen durch keinen

der getesteten P2X-Rezeptorantagonisten komplett verhindert werden.
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Abbildung 3.18: Einfluss verschiedener P2X-Rezeptoren auf die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung. THP-1
Makrophagen wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert.
Antagonisten (A und B) des P2X7-Rezeptors (A804598, 1 uM; oxATP, 300 uM), (C) des P2X4-Rezeptors
(5-BDBD, 25 uM) oder (D) der P2-Rezeptoren (PPADS, 100 uM) wurden eine Stunde vor der Stimulation
zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch
Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n =3 - 5). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, **P < 0.01, Einstichproben-t-Test

gegen 100 %.
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3.23 Einfluss von Ap4 auf Purinrezeptoren

Extrazellulires ATP und Ap4 stimulieren den zytosolischen Calciumeinstrom {iiber verschiedene
purinerge Rezeptoren (71,113,114). Daher wurde die Signaliibertragung von ATP und Ap4 in
Makrophagen unabhéngig von der IL-1p-Freisetzung verglichen. Um die direkte Wirkung von Ap4 am
Rezeptor zu untersuchen, wurde getestet, ob niedrige Ap4-Konzentrationen einen Calciumeinstrom in
Makrophagen auslosen. Dafiir wurde Ap4 in verschiedenen Konzentrationen zu den mit dem
Calciumindikator Fluo-4 AM beladenen THP-1 Makrophagen zugefiigt und die Steigerung der
Fluoreszenzintensitit {iber einen Zeitraum von 90 Sekunden gemessen (Abbildung 3.19). Wie erwartet,
induzierten 100 uM der Referenzsubstanz ATP einen Kalziumeinstrom in THP-1-Makrophagen. Durch
Ap4 konnte ein konzentrationsabhéngiger Anstieg der Fluoreszenzintensitét beobachtet werden, wobei
eine Mindestkonzentration von 0,1 uM Ap4 notwendig war, um den Calciumeinstrom sichtbar zu
messen. In THP-1 Makrophagen war die Fluoreszenzintensitét, die durch Zugabe von Ap4 induziert

wurde, deutlich schwécher als die, die durch ATP vermittelt wurde.
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Abbildung 3.19: Ap4 induziert einen Calciumeinstrom in THP-1 Makrophagen. THP-1 Makrophagen
wurden mit Fluo-4 AM und Probenecid beladen. Ap4 in Endkonzentrationen von 0,1 bis 100 uM oder ATP
100 uM  wurde nach 20 Sekunden zugegeben. Der Calciumeinstrom  wurde mittels
Fluoreszenzintensititsmessung bestimmt. Die Pfeile zeigen die Zugabe der Kontrolle oder der Stimuli. Der

Graph zeigt die Mittelwerte bezogen auf das Basallevel (n = 2).

Es konnte bereits gezeigt werden, dass eine Stimulation mit ATP in THP-1 Monozyten zu einem
stirkeren Calciumeinstrom fiihrt als in THP-1 Makrophagen (260). Da Ap4 in den THP-1 Makrophagen
nur einen sehr geringen Calciumeinstrom induzierte, wurde der Versuch mit THP-1 Monozyten
wiederholt, um stérkere Effekte zu erzielen. Auch in THP-1 Monozyten kam es durch Ap4 zu einem
konzentrationsabhéngigen Calciumeinstrom, beginnend bei der Konzentration 1 uM und einem EC50

Wert von 0,004 mM. (Abbildung 3.20). Im Vergleich zu den Ergebnissen in THP-1 Makrophagen, war
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der Effekt von 100 uM Ap4 in THP-1 Monozyten mit 100 uM ATP vergleichbar. Die kinetische
Betrachtung zeigt, dass der Calciumeinstrom in den THP-1 Monozyten anders verlduft als in den THP-1
Makrophagen. In THP-1-Makrophagen blieb das anfingliche Plateau wéhrend des
Aufzeichnungszeitraums konstant (Abbildung 3.19), wihrend in THP-1-Monozyten eine biphasische
Calciumantwort beobachtet wurde. So wurde die maximale RFU nur wenige Sekunden nach der Zugabe
von Ap4 erreicht. AnschlieBend lie der Calciumeinstrom nach und néherte sich bei der Verwendung
von niedrigen Konzentrationen von 0,01 bis 5 pM wieder dem Ausgangswert an. Wurde Ap4 mit 10 oder
100 uM verwendet, stieg der Calciumeinstrom nach einer kurzen Abklingphase erneut an und erreichte

einen zweiten Peak, bevor sich die Fluoreszenzintensitidt dem Ausgangszustand néherte.
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Abbildung 3.20: Ap4-induziert einen Calciumeinstrom in THP-1 Monozyten. THP-1 Monozyten wurden mit
Fluo-4 AM und Probenecid beladen. Ap4 in Endkonzentrationen von 0,1 bis 100 uM oder ATP 100 uM
wurde nach 20 Sekunden zugegeben. Der Calciumeinstrom wurde mittels Fluoreszenzintensitditsmessung
bestimmt. Der Pfeil zeigt die Zugabe der Kontrolle oder der Stimuli. Der Graph zeigt die Mittelwerte bezogen
auf das Basallevel (n=3-15). Mit den Werten zum Zeitpunkt der maximalen RFU wurde eine

Konzentrations-Wirkungskurve erstellt. Der Graph zeigt die Mittelwerte + SEM (n =3 - 5).
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Um festzustellen, welche Rezeptortypen am Ap4-induzierten Calciumeinstrom beteiligt sind, wurde
untersucht, ob die Zugabe des P2-Rezeptorantagonisten PPADS oder des Gg/11-Inhibitors
YM-254890 (261) einen Einfluss auf die Fluoreszenzintensititssteigerung durch Ap4 hat. YM-254890
hemmt auch P2Y-Rezeptoren, die an Gq11 koppeln, wie beispielsweise P2Y1, P2Y2, P2Y4, P2Y6. In
Gegenwart von PPADS wurde ein leichter, aber nicht signifikanter Riickgang des Calciumeinstroms
beobachtet, widhrend YM-254890 den Ap4-vermittelten Calciumeinstrom in THP-1-Monozyten
vollstindig hemmte (Abbildung 3.21 A und B). Dies deutet darauf hin, dass Ap4 den Calciumeinstrom
in THP-1-Monozyten hauptséchlich {iber P2Y-Rezeptoren vermittelt, obwohl nicht ausgeschlossen

werden kann, dass andere GPCRs, die an Gg/11 koppeln, ebenfalls zu diesem Effekt beitragen.
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Abbildung 3.21: Der Ap4-induzierte Calciumeinstrom wird hauptsichlich durch G¢-gekoppelte Rezeptoren
vermittelt. (A und B) THP-1 Monozyten wurden mit Fluo-4 AM und Probenecid beladen. Danach wurden
die Zellen fiir 30 Minuten mit dem P2-Rezeptorantagonisten PPADS (100 uM) oder dem Gg-Inhibitor YM-
254890 (1 uM) vorinkubiert. Ap4 in Endkonzentrationen von 10 uM wurde nach 20 Sekunden zugegeben.
Der Calciumeinstrom wurde mittels Fluoreszenzintensititsmessung bestimmt. (A) Der Graph zeigt die
Mittelwerte bezogen auf das Basallevel (n = 3). Der Pfeil zeigt die Zugabe der Kontrolle oder der Stimuli.
(B) Unter Verwendung der jeweiligen maximalen RFU-Werte jeder Probe wurde ein Balkendiagramm
erstellt. Mittelwert + SEM, (n = 3). Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 4).

Statistische Unterschiede: ns > 0.05, **P < 0.01, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett.

3.24 Effekte von Ap4 am P2X7-Rezeptor

Die Aktivierung von P2X7-Rezeptoren fiihrt zu einem Calciumeinstrom (262) und zur Offnung einer

Membranpore (Kapitel 1.2.1) (87), die durchléssig fiir den Fluoreszenzfarbstoff YO-PRO-1 ist. Da der
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P2X7-Rezeptorantagonist oxATP die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung senkte, sollte die Aktivitit von
Ap4 am P2X7-Rezeptor untersucht werden. Hierfiir eignete sich YO-PRO-Farbung, wobei die Aufnahme
von YO-PRO-1 durch Messung der Fluoreszenzintensitét mittels Durchflusszytometrie bestimmt werden
kann. Da die Methode zur Untersuchung der P2X7-Rezeptoraktivierung etabliert werden musste, wurden
die YO-PRO-Férbung in THP-1 Makrophagen zunichst mit dem P2X7-Rezeptoragonisten BzATP
durchgefiihrt. Als Positivkontrolle dienten hitzeabgetotete Zellen, deren Membran permeabel fiir YO-
PRO-1 waren. In Vorversuchen zeigte sich nur eine sehr geringe Aufnahme von YO-PRO-1 in
Gegenwart von BzATP (Abbildung 3.22 A und B). Deshalb wurde die YO-PRO-Firbung in Ap-
stimulierten THP-1 Makrophagen nicht weiter verfolgt.
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Abbildung 3.22: YO-PRO-Férbung in THP-1 Makrophagen. (A und B) THP-1 Makrophagen wurden mit
YO-PRO-1 (2 uM) beladen und fiir 1 Stunde ohne oder mit BzATP (300 uM) stimuliert. Mittels
Durchflusszytometrie wurde die Verdnderung der YO-PRO-1 Aufnahme bei Stimulation mit BZATP (blaue
Kurve) im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle (hellgraue Kurven) bestimmt (gemessen an der
Fluoreszenzintensitdt im FITC-Kanal). Als Positivkontrolle wurden hitzegetdtete Zellen benutzt (rote
Kurve). Die dunkelgraue Kurve zeigt ungefiarbte Zellen. Die Histogramme sind reprisentativ fiir 2
unabhéngige Experimente. (B) Die Prozentzahl der YO-PRO-1 positiven Zellen wurde als Verschiebung im
Vergleich zur unstimulierten Kontrolle dargestellt. Der Graph zeigt die Mittelwerte + SEM, (n = 2).

Im néchsten Schritt wurden die Versuche an HEK293 Zellen durchgefiihrt, die den P2X7-Rezeptor
iiberexprimieren. Durch Transfektion mit dem humanen P2X7-Rezeptor wurde eine hohe Expression des
P2X7-Rezeptors erreicht, wohingegen native HEK293 Zellen und Zellen, die mit einem Kontrollplasmid
transfiziert wurden, keine Expression P2X7-Rezeptors zeigten (Abbildung 3.23).
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Abbildung 3.23: Die Transfektion der HEK293 Zellen mit dem P2X7-Rezeptor ist erfolgreich. HEK293
Zellen wurden mit dem P2X7-Rezeptor (pUNOI1-hP2RX7) oder dem Kontrollplasmid (pUNO-mcs)
transfiziert. Die P2X7-Rezeptor-Proteinlevel aus den Zelllysaten der transfizierten und untransfizierten
HEK293 Zellen wurden mittels Western Blot Analytik bestimmt. Die Daten repridsentieren 4 unabhingige
Experimente. Die P2X7-Rezeptor-Proteinlevel wurden auf die jeweilige Gesamtproteinmenge normalisiert
und die jeweiligen Werte auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1). Das
Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM, (n = 4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, **P < 0.01,

einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Tukey.

Wiéhrend BzZATP in P2X7-Rezeptor-transfizierten HEK293 Zellen zu einer erh6hten Aufnahme von YO-
PRO-1 gegeniiber der unbehandelten Kontrolle fiihrte, blieb ein Anstieg der Fluoreszenzintensitit durch
Ap4-Stimulation aus (Abbildung 3.24 A). Wurden die Histogramme von drei voneinander unabhéngigen
Experimenten ausgewertet, so zeigte sich, dass eine Stimulation von P2X7-Rezeptor-transfizierten
HEK293 Zellen mit BZATP die Anzahl der YO-PRO-1 positiven Zellen von 6 % auf 24 % signifikant
erhohte, wihrend sie in Ap4-stimulierten Zellen unverdndert blieb (Abbildung 3.24 B). Deshalb konnte
angenommen werden, dass eine Stimulation mit Ap4 keine P2X7-Rezeptor-vermittelte Offnung einer

Membranpore zur Folge hat.
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Abbildung 3.24: YO-PRO-Firbung in P2X7-Rezeptor-transfizierten HEK293 Zellen. (A und B) HEK293
Zellen wurden mit dem P2X7-Rezeptor (pUNOI1-hP2RX7) oder dem Kontrollplasmid (pUNO-mcs)
transfiziert. AnschlieBend wurden die Zellen mit YO-PRO-1 (2 uM) beladen und fiir 1 Stunde ohne, mit
BzATP (300 uM) oder Ap4 (5 mM) stimuliert. Mittels Durchflusszytometrie wurde die Verdnderung der
YO-PRO-1 Aufnahme durch Stimulation mit Ap4 oder BzATP (farbige Kurven) im Vergleich zur
unbehandelten Kontrolle (hellgraue Kurven) bestimmt (gemessen an der Fluoreszenzintensitidt im FITC-
Kanal). Als Positivkontrolle wurden hitzegetotete Zellen benutzt (rote Kurven). Die dunkelgraue Kurve zeigt

ungefirbte Zellen. Die Histogramme sind reprédsentativ fiir 3 unabhidngige Experimente. (B) Die Prozentzahl
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der YO-PRO-1 positiven Zellen wurde als Verschiebung im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle
dargestellt. Der Graph zeigt die Mittelwerte + SEM, (n = 3 - 6). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, ****P
<0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Tukey.

Um die Aktivitidt von Ap4 am P2X7-Rezeptor in transfizierten HEK293 Zellen genauer zu untersuchen,
wurde auch der Calciumeinstrom wéahrend der Stimulation mit Ap4 oder der Referenzsubstanz BzATP
gemessen. Calcimycin, ein Calcium lonophor, das unabhidngig von der P2X7-Rezeptoraktivitit zur
Calciumfreisetzung in die Zelle fiihrt, wurde als Positivkontrolle verwendet und fiihrte zu einem Anstieg
des Calciumeinstroms in beiden Zelltypen, was die funktionelle Integritdt der Zellen bestitigte
(Abbildung 3.25). In den mit dem Kontrollplasmid transfizierten HEK293 Zellen fiihrte weder die
Zugabe von BzATP noch von Ap4 zu einer Steigerung der Fluoreszenzintensitidt gegeniiber der
unbehandelten Kontrolle. Wurde BzATP hingegen den HEK293 Zellen zugefiigt, die mit dem
P2X7-Rezeptor transfiziert wurden, fiithrte dies zu einem messbaren Calciumeinstrom in die Zelle. Im
Gegensatz dazu konnte durch die Zugabe von Ap4 zu P2X7-Rezeptor-transfizierten HEK293 Zellen kein

Calciumeinstrom gemessen werden.
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Abbildung 3.25: In P2X7-Rezeptor-transfizierten HEK293 Zellen vermittelt die Ap4-Stimulation keinen
Calciumeinstrom. HEK?293 Zellen wurden mit dem P2X7-Rezeptor (pUNOI1-hP2RX7) oder dem
Kontrollplasmid (pUNO-mcs) transfiziert. Anschlieend wurden die Zellen mit Fluo-4 AM und Probenecid
beladen. Endkonzentrationen von Ap4 5 mM, BzATP 300 uM oder Calcimycin 10 uM wurden nach 20
Sekunden zugegeben. Der Calciumeinstrom wurde mittels Fluoreszenzintensitdtsmessung bestimmt. Der

Graph zeigt die Mittelwerte bezogen auf das Basallevel (n = 3).

Obwohl die vorliegenden Daten darauf hindeuten, dass Ap4 den P2X7-Rezeptor nicht aktiviert, konnte
die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung dennoch durch den P2X7-Rezeptorantagonisten oxATP reduziert
werden. Deshalb wurde im néchsten Schritt untersucht, ob Ap4 die Aktivierung des P2X7-Rezeptors
beeintrachtigen konnte. In Anwesenheit von Ap4 konnte eine 55%ige Reduktion der BZATP-vermittelten
IL-1B-Zytokinspiegel beobachtet werden (Abbildung 3.26). Dies konnte darauf hindeuten, dass Ap4 die
Wirkung von BZATP am P2X7-Rezeptor verhindert, indem es selbst mit dem P2X7-Rezeptor interagiert.
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Abbildung 3.26: Ap4 als P2X7-Rezeptor-Modulator. THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml)
geprimt und dann 3 Stunden mit BzATP (300 uM) stimuliert. Ap4 (5 mM) wurde eine Stunde vor der
Stimulation zugegeben. Die IL-1f-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt.
Die durch BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: *P < 0.05, Einstichproben-t-Test gegen 100 %.

3.25 Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist unabhangig vom K* Ausstrom und

dem NLRP3-Inflammasom

Wie bereits gezeigt werden konnte, ist der K'-Ausstrom aus der Zelle fiir die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms entscheidend. Um zu {iberpriifen, ob die Ap4-induzierte IL-1pB-Freisetzung
abhingig vom NLRP3-Inflammasom ist, wurde daher zunichst {iberpriift, ob die Inhibierung des K'-

Ausstroms einen Effekt auf die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung hat. Wéhrend die ErhShung der
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extrazelluliren Kaliumkonzentration durch Zugabe von Kaliumchlorid den K'-Efflux und die
Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung verhinderte (Abbildung 3.5), blieb die IL-1p-Freisetzung durch
Ap4 in Anwesenheit von Kaliumchlorid unveriandert (Abbildung 3.27). Dadurch konnte gezeigt werden,
dass Ap4 in THP-1 Makrophagen eine Signalkaskade aktiviert, die unabhéngig vom Kaliumausstrom

eine IL-1B-Freisetzung zur Folge hat.
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Abbildung 3.27: Die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung ist unabhéngig vom K*-Efflux. THP-1 Makrophagen
wurden mit Pam3CSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann in Anwesenheit von 75 mM Kaliumchlorid 3 Stunden
mit Ap4 (5 mM) stimuliert. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA
bestimmt. Die durch Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Das Balkendiagramm zeigt
den Mittelwert + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, Einstichproben-t-Test gegen 100 %.

Auf Grund der oben gezeigten Ergebnisse wurde als néchstes tberpriift, ob Ap4 das
NLRP3-Inflammasom unabhingig vom K'-Efflux aktiviert. Dafiir wurde die Verdnderung der Ap4-
induzierten IL-1B-Freisetzung in Anwesenheit der NLRP3-Inhibitoren MCC950 und Bay 11-7082
untersucht. In Ap4-stimulierten Zellen wurden die IL-1B-Zytokinspiegel weder durch die Zugabe von
MCC950 noch durch Bay 11-7082 gesenkt, was zeigt, dass die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung
NLRP3-unabhéngig ist (Abbildung 3.28 A). Dieses Ergebnis konnte bestitigt werden, da Ap4 in
geprimten THP-1 Makrophagen mit einem NLRP3-Knockout zu einem signifikanten Anstieg der IL-1-
Freisetzung flihrte (Abbildung 3.28 B).
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Abbildung 3.28: Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist NLRP3-unabhingig. (A) THP-1 Makrophagen
wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert. NLRP3-
Inhibitoren MCC950 (10 uM) und Bay-11.7082 (20 uM) wurden eine Stunde vor der Stimulation zugegeben.
Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch Ap4-
induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM,
(n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, Einstichproben-t-Test gegen 100 %. (B) NLRP3 KO THP-1
Makrophagen wurden mit PamsCSKu4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert. Die
IL-1B-Konzentration in den Uberstinden wurde mittels ELISA analysiert. Das Balkendiagramm zeigt die
Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ****P <(0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse

gefolgt von Tukey.

3.2.6 Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist unabhdngig von Caspasen

Da Ap4 einen Signalweg aktiviert, der zu einer NLRP3-unabhédngigen IL-1B-Freisetzung fiihrt, wurde
weiter untersucht, ob die Caspase-1 unabhéngig von der NLRP3-Aktivitit an der IL-1p Verarbeitung
durch Ap4 beteiligt ist. Zuvor wurde bereits gezeigt, dass der Caspase-1-Inhibitor Ac-YVAD-cmk und
der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk effektiv die NLRP3-abhéngige IL-1B-Freisetzung hemmen
konnten (Abbildung 3.7 A). Durch Hemmung der Caspase-Aktivitdt blieb jedoch die Ap4-induzierte
IL-1B-Sekretion unverdndert (Abbildung 3.29 A), was zeigt, dass die Caspase-1 in Ap4-stimulierten
Makrophagen nicht an der Spaltung von Pro-IL-1f in die aktive Form beteiligt ist. Die Analyse der
Proteingehalte von Pro-IL-1p, Pro-Caspase-1 und der aktiven Caspase-1 in Pam3;CSKy-geprimten THP-1
Makrophagen mittels Western Blot konnten diese Ergebnisse bestitigen. In Ap4-stimulierten
Makrophagen fand keine Spaltung der Pro-Caspase-1 statt, wihrend eine Stimulation mit dem NLRP3-
Aktivator Nigericin zu einer Aktivierung der Caspase-1 fiihrte (Abbildung 3.29 B).
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Abbildung 3.29: Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist Caspase-1 unabhéngig. (A) THP-1 Makrophagen
wurden mit PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (5 mM) stimuliert. Der Caspase-1-
Inhibitor Ac-YVAD-cmk (40 pM) oder der Pan-Caspase-Inhibitor Z-VAD-fmk (40 uM) wurde eine Stunde
vor der Stimulation zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA
bestimmt. Die durch Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme
zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, Einstichproben-t-Test gegen
100 %. (B) THP-1 Makrophagen wurden mit Pam3sCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4
(5 mM) oder Nigericin (10 uM) stimuliert. Die Pro-Caspase-1- und Pro-IL-1B-Proteinlevel aus den
Zelllysaten und die Proteinlevel der Caspase-1 aus den Zellkulturiiberstinden (US) wurden mittels Western

Blot Analytik bestimmt. Die Daten reprdsentieren 2 unabhingige Experimente.

Im Allgemeinen gestaltete sich die Detektion der Caspase-1 im Western Blot als schwierig. So wurden
im Verlauf der Arbeit verschiedene Methoden zur Anreicherung der Proteinmenge im Uberstand getestet
und verschiedene Stimulationszeiten untersucht. Da nur geringe Mengen an aktiver Caspase-1 in THP-1
Makrophagen detektiert werden, wurde die Analyse auch in THP-1 Monozyten durchgefiihrt. Diese
lassen sich unter gleichen Versuchsbedingungen in einer hoheren Zellzahl kultivieren, sodass stédrkere
Effekte erwartet wurden.

Wihrend im Uberstand Pam3;CSK4-geprimter THP-1 Makrophagen, die mit Nigericin stimuliert wurden,
die p33-Form der Caspase-1 dominierte (Abbildung 3.29), konnte in THP-1 Monozyten sowohl die p33-,
als auch die p20-Form nachgewiesen werden (Abbildung 3.30). In Pam;CSKy4 geprimten THP-1
Monozyten wurde die Caspase-1 durch Nigericin aktiviert, durch die Stimulation mit Ap4 blieb die
Caspase-1 inaktiv (Abbildung 3.30). Folglich ist die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung unabhéngig von

der Caspase-1.
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Abbildung 3.30: In THP-1 Monozyten ist die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung Caspase-1-unabhingig.
THP-1 Monozyten wurden mit PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 6 Stunden mit Ap4 (5 mM) oder
Nigericin (10 pM) stimuliert. Die Pro-Caspase-1-Proteinlevel aus den Zelllysaten und die Proteinlevel der
Caspase-1 aus den Zellkulturiiberstinden (US) wurden mittels Western Blot Analytik bestimmt. Die Daten

reprasentieren 2 unabhéingige Experimente.

3.2.7 Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist unabhangig von Serin-, Cystein- und

Aspartatproteasen

Es wurden bereits Mechanismen zur Verarbeitung von Pro-IL-1 beschrieben, die unabhidngig vom
NLRP3-Inflammasom und der Caspase-1 sind, dafiir aber Serinproteasen beinhalten (258,263).
Deswegen wurde untersucht, ob Serinproteasen oder andere Proteasen an der IL-1B-Freisetzung durch
Ap4 beteiligt sind. Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde weder durch den Serinprotease-Inhibitor
AEBSF noch durch den Cysteinprotease-Inhibitor E64 beeinflusst (Abbildung 3.31 A und B). Auch in
Gegenwart des Aspartatprotease-Inhibitors Pepstatin A blieben die Zytokinspiegel unverdndert
(Abbildung 3.31 C). Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die durch Ap4-induzierte IL-1B-
Freisetzung iiber einen Signalweg ausgelost wird, der auch unabhidngig von Serin-, Cystein- oder
Aspartatproteasen  ist. Daraus resultiert die Annahme, dass Pro-IL-1f durch andere

Spaltungsmechanismen in aktives IL-1f tiberfiihrt werden kann.
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Abbildung 3.31: Die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung ist unabhingig von Serin-, Cystein- und
Aspartatproteasen. THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSKu4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit
Ap4 (5 mM) stimuliert. Inhibitoren der (A) Serinprotease (AEBSF, 300 uM), (B) Cysteinprotease (E64,
10 uM) oder (C) Aspartatprotease (Pepstatin A, 50 uM) wurden eine Stunde vor der Stimulation zugegeben.
Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch Ap4-
induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM,
(n =3 - 4). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, Einstichproben-t-Test gegen 100 %.

3.28 Untersuchung der IL-1B-Freisetzung in U937 Makrophagen

Wie bereits gezeigt wurde, eignet sich die THP-1 Zelllinie zu Untersuchungen des
NLRP3-Inflammasoms. Da neben THP-1 Zellen auch U937 Zellen als Modell zu Untersuchungen des
NLRP3-Inflammasoms verwendet werden (22), wurden die Effekte von Ap4 auch in U937 Zellen
untersucht.

Die grundlegenden Unterschiede zwischen U937 und THP-1 Zellen sind die Herkunft und das
Reifestadium. U937 Zellen sind gewebeanséssig und in einem reiferen Stadium, wahrend THP-1-Zellen
aus einem Patienten mit einer akuten monozytdren Leukdmie stammen und in einem weniger reifen
Zustand sind (212,214). Auch die promonozytiren U937 Makrophagen konnen in makrophagenartige
Zellen differenziert werden und weisen in Bezug auf Morphologie und biologische Reaktionen
Ahnlichkeiten mit primiren Makrophagen auf (212). Die Differenzierung von U937 Promonozyten in
Makrophagen kann durch die Behandlung der U937 Zellen mit Vitamin D3, 12-O-tetradecanoylphorbol
13-acetate (TPA) oder PMA erreicht werden (213,264). Die Methode wurde in unserer Arbeitsgruppe
zunéchst etabliert, wobei fiir die Differenzierung der U937 Makrophagen ebenso wie fiir die

Differenzierung der THP-1  Makrophagen PMA  verwendet wurde. Da sich die
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Differenzierungsmethoden fiir U937 Makrophagen in der Literatur unterscheiden (212,265-270),
wurden die U937 Zellen zunichst fiir 48 Stunden mit 25 ng/ml PMA behandelt, was eine héufig
verwendete Expositionsdauer mit PMA in der Literatur darstellt (267,268,271,272) und auch fiir die
Differenzierung der THP-1 Makrophagen verwendet wurde. Allerdings waren die U937 Zellen nach
dieser Zeit kaum adhérent und lieBen sich leicht von der Zellkulturplatte ablosen, weswegen eine
alternative Methode entwickelt werden musste. In der Literatur ist auch eine 72-stiindige PMA-
Behandlung mit anschlieBender 24-stiindiger Erholungszeit in PMA-freiem Medium fiir die
Differenzierung der U932 Makrophagen beschrieben worden (273). Da bereits gezeigt wurde, dass die
Exposition von U937 Promonozyten mit PMA fiir 72 Stunden die Expression des makrophagentypischen
Oberflachenmarkers CD14 induzierte (265), wurde die PMA-Inkubationszeit auf 72 Stunden verldngert.
Zunidchst wurde fiir die Differenzierung eine PMA-Konzentration von 50 ng/ml gewéhlt. Um zu
iiberpriifen, ob sich der verwendete Zeitraum fiir eine Differenzierung eignet, wurde die Expression der
fiir die U937 Makrophagen typischen Oberflichenmarker CD14, CD11b, CDllc und CDS86
(264,265,274-276) in unbehandelten und mit PMA-behandelten Zellen bestimmt. Es konnte gezeigt
werden, dass die Behandlung iiber 72 Stunden mit 50 ng/ml PMA mit einer anschlieBenden Ruhephase
von 24 Stunden die Expression der genannten Oberflichenmarker im Vergleich zu undifferenzierten
Zellen erhohte (Abbildung 3.32 A). Da in der Literatur unterschiedliche PMA-Konzentrationen fiir die
Differenzierung verwendet werden (265,269,270), wurden U937 Zellen mit verschiedene PMA-
Konzentrationen (25, 50 und 100 ng/ml) behandelt und der Einfluss der PMA-Konzentration unter der
getesteten zeitlichen Bedingung untersucht. Die Expression des Makrophagen-Oberfldchenmarkers
CD11b in differenzierten U937 Makrophagen konnte durch alle getesteten PMA-Konzentrationen auf
vergleichbare Weise erhoht werden (Abbildung 3.32 B).

Eine PMA-Behandlung stimuliert die PKC-Signalkaskade in U937 Zellen und erhdht die Expression von
mehreren Transkriptionsfaktoren, darunter NF-xB (266). NF-kB ist ein entscheidender Faktor fiir die
Expression von proinflammatorischen Zytokinen wie TNF und kann durch den TLR4-Liganden LPS
aktiviert werden (277). Die Stimulation der U937 Makrophagen mit LPS erhohte die TNF-Freisetzung
gegeniiber der unstimulierten Kontrolle unabhéingig von der PMA-Konzentration (Abbildung 3.32 C).
Die promonozytiren U937 Zellen setzten nach Stimulation mit LPS kein TNF frei.
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Abbildung 3.32: Aus U937 Promonozyten generierte Makrophagen exprimieren typische
Differenzierungsmarker und reagieren auf LPS. (A) U937 Zellen wurden fiir 72 Stunden ohne oder mit 50
ng/ml PMA behandelt. AnschlieBend erfolgte eine 24-stiindige Erholungsphase in PMA-freien Medium.
Mittels Durchflusszytometrie wurde die Verdnderung der Oberflaichenmarker CD14, CD11b, CD11c und
CD86 (farbige Kurven) im Vergleich zu den jeweiligen FMO-Kontrollen (graue Kurven) gemessen. Die
Diagramme sind reprédsentativ fiir 2 unabhédngige Experimente. (B und C) U937 Zellen wurden fiir
72 Stunden ohne oder mit 5, 50 oder 100 ng/ml PMA behandelt. Anschlieend erfolgte eine 24-stiindige
Erholungsphase in PMA-freien Medium. (B) Mittels Durchflusszytometrie wurde die Verdnderung des
Oberflachenmarkers CD11b (farbige Kurven) im Vergleich zu den jeweiligen FMO-Kontrollen (graue
Kurve) gemessen. Die Diagramme sind représentativ fiir 2 unabhéngige Experimente. (C) Im Anschluss an
die Erholungsphase wurden die Zellen mit LPS (10 ng/ml) stimuliert. Die TNF-Freisetzung in den
Zellkulturiiberstanden wurde nach 4 Stunden mittels ELISA bestimmt. Das Balkendiagramm zeigt den
Mittelwert + SEM (n = 3).

Fiir weitere Experimente in U937 Makrophagen wurde fiir die Differenzierung eine Stimulation {iber 72
Stunden mit 50 ng/ml PMA gewihlt, auf die eine Erholungsphase von 24 Stunden folgte.

Die Morphologie der promonozytiren U937 Zellen wurde mittels Durchflusszytometrie mit denen der
U937 Makrophagen verglichen (Abbildung 3.33). Dabei konnte gezeigt werden, dass U937
Makrophagen eine hohere Granularitdt aufweisen (erkennbar durch eine Signalverschiebung im side
scatter (SSC)-Kanal) und groBer sind (erkennbar durch eine Signalverschiebung im forward scatter
(FSC)-Kanal), was durch die Ausbildung der fiir die Makrophagen typischen Ausstiilpungen
(Pseudopodien) zustande kommt (272).

2,0M =

U937 Mo
U937

Seitwartsstreulicht (SSC)
2

T T T — T T T
] 1.,0M 2.0M 3.0M 4,0M
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Abbildung 3.33: Morphologische Unterschiede von U937 Promonozyten und Makrophagen. U937 Zellen

zeigten unbehandelt oder nach 72 Stunden mit PMA (50 ng/ml) eine unterschiedliche Verteilung im Dot Plot

bei der Messung mittels Durchflusszytometrie. Die Daten sind représentativ fiir 2 unabhdngige Experimente.
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3.281 Ap4 vermittelt eine NLRP3-unabhidngige IL-1B-Freisetzung in U937
Makrophagen

Um zu untersuchen, ob Ap4 in U937 Makrophagen IL-1B freisetzt, wurden U937 Makrophagen mit
Pam3CSK4 geprimt und anschlieend mit Ap4 stimuliert. Im Gegensatz zu PBMCs, THP-1 Monozyten
und THP-1 Makrophagen, bei denen ein Priming mit Pam3;CSK4 erforderlich war, damit Ap4 eine IL-1p-
Freisetzung induzierte (Abbildungen 3.13, 3.15 und 3.16), fiihrte die Stimulation mit Ap4 in U937
Makrophagen auch ohne Priming zu erhdhten IL-1B-Zytokinspiegeln (Abbildung 3.34 A). Allerdings
erhohte ein TLR2/1-Priming die IL-1B-Spiegel weiter. Deswegen wurden fiir folgende Untersuchungen
der NLRP3-Abhéngigkeit von Ap4 geprimte U937 Makrophagen verwendet. Im Vergleich zu geprimten
THP-1 Makrophagen war die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung in geprimten U937 Makrophagen um
etwa das 84-fache erhoht. Interessanterweise hatte Ap4 in geprimten U937 Makrophagen einen stirkeren
Effekt auf die IL-1B-Freisetzung als ATP. Dies steht im Gegensatz zu Ergebnissen in THP-1
Makrophagen, bei denen Ap4 eine geringere Menge IL-1J freisetzte als ATP (Abbildungen 3.3 und 3.16).
U937 Monozyten setzten nach Stimulation mit Ap4 oder ATP kein IL-1p frei (Daten nicht gezeigt).
Eine Stimulation von ungeprimten und geprimten U937 Makrophagen mit Ap4 fiihrte zu keiner erhdhten
Freisetzung von TNF gegeniiber der unstimulierten oder nur mit Pam;CSKus-inkubierten Kontrolle
(Abbildung 3.34 B).
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Abbildung 3.34: In U937 Makrophagen induziert Ap4 die Freisetzung von IL-1f. U937 Makrophagen
wurden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (2 mM) oder ATP (2 und 5 mM)
stimuliert. (A) Die IL-1B und (B) TNF-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA
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bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n=3). Statistische Unterschiede:

ns > 0.05, ****pP <(0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Tukey.

Um zu untersuchen, ob die IL-1B-Freisetzung durch Ap4 in U937 Makrophagen vom
NLRP3-Inflammasom abhéngig ist, wurde der NLRP3-Inhibitor MCC950 verwendet. Wéhrend die
ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung durch MCC950 gesenkt wurde, blieb die Ap4-induzierte IL-1p-
Freisetzung in Anwesenheit von MCC950 auch in U937 Makrophagen unverandert (Abbildung 3.35 A).
Obwohl etwa 4-fach hohere Konzentrationen von MCC950 erforderlich waren, um das
NLRP3-Inflammasom in U937 Makrophagen zu hemmen, wurde die Zellviabilitidt durch MCC950 nicht
beeintrachtigt (Abbildung 3.28 B). Diese Ergebnisse gehen mit den vorherigen Untersuchungen in
THP-1 Makrophagen einher (Abbildung 3.28) und deuten darauf hin., dass Ap4 in Makrophagen zu einer
IL-1B-Freisetzung fiihrt, die unabhingig vom NLRP3-Inflammasom ist.
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Abbildung 3.35: Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung in U937 Zellen ist NLRP3-unabhingig. U937
Makrophagen wurden mit PamsCSKa4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit Ap4 (2 mM) oder ATP
(5 mM) stimuliert. Der NLRP3-Inhibitor MCC950 (40 uM) wurde eine Stunde vor der Stimulation
zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Die durch
Ap4- oder ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. Statistische Unterschiede: ns > 0.05,
*P <0.05, Einstichproben-t-Test gegen 100 %. (B) U937 Makrophagen wurden mit MCC950 (40 pM)
stimuliert. Die Zellviabilitdt wurde nach 7 Stunden mittels MTT-Tests bestimmt, wobei DMSO (10 % v/v)
als Positivkontrolle eingesetzt wurde. Die Viabilitit wurde auf die unbehandelte Kontrolle bezogen
(Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 100 %). Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM,
(n=2-4).
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3.2.9 Ap4, aber nicht ATP, induziert die Expression von Metallothioneinen

Die Ergebnisse zeigen deutlich, dass ATP und Ap4 trotz struktureller Ahnlichkeiten die Freisetzung von
IL-1B iiber unterschiedliche Mechanismen regulieren. Deshalb wurde eine Genexpressionsanalyse
mittels RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. Hierbei sollten die genomweiten Expressionsprofile von ATP
und Ap4 in Makrophagen miteinander verglichen werden, um die Unterschiede im Mechanismus der
IL-1B-Freisetzung zu erkldren und einen Ausblick fiir weitere Untersuchungen zu liefern. Am
auffalligsten war, dass Ap4 die Expression der Metallothioneine MT24, MTI1G, MTIE, MTIF, MTIX
und MTIM signifikant erhdhte, wohingegen dieser Effekt bei ATP im Vergleich zur Kontrolle sehr
gering war. Metallothioneine stehen in Zusammenhang mit Entziindungsreaktionen (Abbildung 3.36 A
und B) (278-280), was einen interessanten Ansatz zur Untersuchung der individuellen Effekte von Ap4
auf die Entziindung bietet. Wéhrend ATP die Expression von FOS (fos proto-oncogene, AP-1
transcription factor subunit) erhohte (Abbildung 3.36 A und B), blieben die Expressionslevel durch Ap4-
Stimulation unverdndert. Da die Aktivierung von c-FOS an die Aktivierung des P2X7-Rezeptors
gekoppelt ist (281,282), steht dies mit den bisherigen Ergebnissen in Einklang. In Tumorgewebe mit
erhohten extrazellulédren ATP-Spiegeln wird durch Aktivierung des P2X7-Rezeptors c-FOS aktiviert und
fordert das Tumorwachstum durch die Erhdhung der Zellproliferation und Migration (281). Der
Volcanoplot zeigt, dass Ap4 signifikante Verdnderungen in der Expression mehrerer Gene bewirkte,
wobei Gene sowohl hoch- als auch runterreguliert wurden (Abbildung 3.36 B). Durch ATP hingegen
kam es vermehrt zu einer Hochregulation der Expression verschiedener Gene. Die Gen Ontology (GO)-
Anreicherungsanalyse zeigte, dass die durch ATP und Ap4 am stérksten verdnderten Gene hauptséchlich
an den biologischen Prozessen "Stressreaktionen auf Metallionen", "zelluldre Antwort auf Zink Ionen"
und "zelluldre Reaktion auf Kupfer" beteiligt waren (Abbildung 3.36 C), was zumindest bei Ap4 in
Zusammenhang mit der gesteigerten Expression der Metallothioneine stehen konnte, da diese

Metallionen wie Zink und Kupfer binden (283).
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Abbildung 3.36: RNA-Sequenzierung und Gene-Ontology Analyse von THP-1 Makrophagen, die mit ATP
oder Ap4 behandelt wurden. THP-1 Makrophagen wurden 3 Stunden mit RPMI, Ap4 (5 mM) oder ATP
(5 mM) behandelt. AnschlieBend wurde eine RNA-Sequenzierung durchgefiihrt. (A) Die
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Genexpressiondaten fiir 54 differenziell exprimierten Gene (DEGs) werden durch die Intensitdt der Farbe als
log2-Fachverdnderung von drei unabhingigen Experimenten als Heatmap dargestellt, wobei rot fiir eine
hohere Expression und blau fiir eine niedrigere Expression steht. Log2(normalisierte Zdhlungen pro Million)
sind zeilenweise skaliert. DEGs definiert als Gene mit einem logarithmischen Zweifachverdnderungswert
von weniger als -1 oder mehr als +1. (B) Volcano-Plot aller 9508 identifizierten Gene zeigt die DEGs nach
Behandlung mit ATP (links) oder Ap4 (rechts) im Vergleich zur Kontrolle (RPMI). Die negativen logl0-
transformierten p-Werte (y-Achse) wurden gegen die durchschnittliche log2-fache Verédnderung (x-Achse)
der Genexpression aufgetragen. Transkripte mit einem p-Wert < 0,5 wurden als statistisch signifikant
eingestuft (die rote Linie zeigt die Grenzwerte fiir den p-Wert an). DEGs sind definiert als Gene mit einer
logarithmischen zweifachen Verdnderung von weniger als -1 oder mehr als +1. Signifikant differentiell
exprimierte Transkripte sind rot gekennzeichnet. (C) Dotplots der Gene Ontology (GO)-
Anreicherungsanalyse, die angereicherte biologische Prozesse zeigt, sortiert nach absolutem Score. Die
Farben geben das Chancenverhéltnis (Odds ratio) an, die Grof3e der Punkte steht fiir die Anzahl der DEGs

in dem jeweiligen Signalweg.

3.3 Einfluss von HDAC6 auf NLRP3-vermittelte Entziindungsreaktionen

Bisher konnte gezeigt werden, dass HDAC6 in Mauszellen fiir den Aufbau und die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms verantwortlich ist (42). Um zu verstehen, wie die 1L-1B-Freisetzung humaner
Immunzellen mit der HDAC6-Aktivitidt in Verbindung steht, wurde im Rahmen dieser Arbeit die
Auswirkung eines HDAC6-Mangels auf die NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung untersucht. Um einen
HDAC6-Mangel zu erzeugen, wurde das PROTAC LS-91 benutzt, welches HDAC6 gezielt abbaut.

3.3.1 PROTAC LS-91 fihrt zum Abbau von HDAC6 in Makrophagen, ohne die

Viabilitat zu beeintrachtigen

Um den optimalen Zeitpunkt fiir die HDAC6-Degradierung zu bestimmen, wurden THP-1 Makrophagen
mit 1 und 10 pM des PROTACs LS-91 inkubiert und nach 1, 4, 12 und 24 Stunden die HDAC6-
Proteinlevel in den Zelllysaten mittels Western Blot Analytik bestimmt (Abbildung 3.37). Die Inkubation
mit 1 pM LS-91 fiihrten zu einer sichtbaren Reduktion des HDACG6-Proteingehalts nach 12 und 24
Stunden, allerdings war dieser nicht signifikant. Bei einer Konzentration von 10 pM wurde ein
signifikanter Abbau von HDACS6 bereits nach einer Stunde sichtbar. Erhohte sich die Inkubationszeit auf
4 Stunden, war der HDAC6-Abbau dagegen nicht mehr so stark ausgepréigt. Nach 12 Stunden erreichte
LS-91 den maximalen Abbau von HDAC6. Der HDAC6-Abbau war zwar auf Grund der hoheren
Streuung nach 24-stiindiger Inkubationszeit mit LS-91 nicht signifikant, LS-91 konnte die HDAC6-
Proteinlevel im Western Blot dennoch sichtbar reduziert. Da anschlieBende NLRP3-Aktivierungsstudien

eine zusédtzliche sechsstiindige Inkubation mit anderen Stimulanzien erforderten, wurde fiir die
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Konzentrations-Wirkungsstudien aus organisatorischen Griinden eine 24-stiindige Inkubation mit LS-91

gewihlt.
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Abbildung 3.37: Zeitabhingiger HDAC6-Abbau durch LS-91. THP-1 Makrophagen wurden 1, 4, 12 oder
24 Stunde/n mit oder ohne LS-91 (1 und 10 uM) inkubiert. Der HDACG6-Proteingehalt aus den Zelllysaten
wurde mittels Western Blot Analytik in 3 unabhédngigen Experimenten bestimmt und auf die jeweilige
Gesamtproteinmenge normalisiert. Die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle
bezeichnet mit dem Wert 1). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, Einstichproben-t-Test gegen 1. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach

(207) mit Erlaubnis von Elsevier.

Um die Konzentrationsabhédngigkeit der HDAC6-Degradierung durch LS-91 zu bestimmen, wurden
THP-1 Makrophagen fiir 24 Stunden mit Konzentrationen zwischen 0,01 und 50 uM des PROTAC
LS-91 inkubiert und die HDAC6-Proteinspiegel gemessen (Abbildung 3.38). Zuséitzlich wurde die
Negativkontrolle SLW118 eingesetzt, die zwar HDAC6 bindet, allerdings wird die Bindung an die E3-
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Ligase durch eine Methylierung am Thalidomid verhindert, so dass der Abbau von HDACG6 ausbleibt
(205,206). Insgesamt senkte LS-91 die HDACG6-Proteinlevel ab einer Konzentration von 0.1 uM
signifikant, wiahrend die Expression von HDAC6 unter Verwendung von SLW118 unverédndert blieb.
Eine maximale HDAC6-Degradierung wurde mit 10 uM LS-91 erreicht. Unter Verwendung von 50 uM
LS-91 war der Proteinabbau von HDAC6 dagegen abgeschwicht, was auf den ,, Hook Effekt“ hindeutet
(284,285).
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Abbildung 3.38: Konzentrationsabhiingiger HDAC6-Abbau nach 24 h Inkubation mit LS-91. THP-1
Makrophagen wurden fiir 24 Stunden mit LS-91 oder SLW118 (0.01, 0.1, 1, 10, 50 uM) inkubiert. Die
HDAC6- und B-Aktin-Proteingehalte aus den Zelllysaten wurden mittels Western Blot Analytik in 3
unabhéngigen Experimenten bestimmt und auf die jeweilige Gesamtproteinmenge normalisiert. B-Aktin
diente als visuelle Ladekontrolle. Die jeweiligen Werte wurden auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle
bezeichnet mit dem Wert 1). Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische
Unterschiede: ns > 0.05, *P < 0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****P < 0.0001, Einstichproben-t-Test gegen

1. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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Die potenziellen zytotoxischen Wirkungen von LS-91 wurden anhand des MTT-Tests und der LDH-
Freisetzung untersucht. Bei einer Konzentration von 1 oder 10 uM verursachte das PROTAC LS-91
weder eine Abnahme der Zellviabilitdt (Abbildung 3.39 A) noch einen Anstieg der LDH-Freisetzung
(Abbildung 3.39 B).

Um toxische Effekte durch das PROTAC LS-91 und die Kontrollsubstanz SLWI118 weiter
auszuschlieBen, wurde die Zellviabilitit mithilfe einer Annexin V/Zombie Aqua Doppelfirbung im
Durchflusszytometer bestimmt. Sowohl PROTAC LS-91 als auch SLW118 zeigten keinen signifikanten
Unterschied im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 3.39 C), was darauf hindeutet, dass keine der beiden

Substanzen Apoptose oder Zelltod ausloste.
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Abbildung 3.39: LS-91 und SLW118 zeigen keine Zytotoxizitit. THP-1 Makrophagen wurden (A und B) 12
Stunden oder (C) 24 Stunden mit oder ohne LS-91 (1 und 10 uM) oder SLW118 (1 und 10 pM) inkubiert.
(A) Die Zellviabilitit wurde mittels des MTT-Tests bestimmt, wobei DMSO (10 % v/v) als Positivkontrolle
einsetzte wurde. Die Viabilitidt wurde auf die unbehandelte Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem
Wert 100 %). Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n =4). (B) Die Zellkulturiiberstinde
wurden auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die Ergebnisse sind in % der maximalen LDH-Freisetzung
angegeben. Die Balkendiagramme zeigen den Mittelwert + SEM, (n = 4). (C) Die Zellviabilitdt wurde mittels
Annexin V-FITC/Zombie Aqua-Doppelfirbung mit Hilfe der Durchflusszytometrie gemessen. Als
Positvkontrolle wurden hitzegetdtete Zellen verwendet. Die Daten reprdsentieren 3 unabhingige
Experimente. Das Balkendiagramm zeigt die Mittelwerte + SEM (n = 3). Die Abbildung ist ein modifizierter
Nachdruck nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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3.3.2 PROTAC LS-91 und Kontrollsubstanz SLW118 senken die NLRP3-vermittelte
IL-1B-Ausschiittung

Die ZnF-UBP von HDACG6 ist in Mausmakrophagen beim Aufbau und der Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms beteiligt (42). Daher wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein Abbau von
HDACS6 durch das PROTAC LS-91 die NLRP3-vermittelte IL-1pB-Freisetzung in THP-1 Makrophagen
abschwichen konnte.

Im ersten Schritt konnte bereits gezeigt werden, dass eine 24-stliindige Stimulation mit 10 uM LS-91 zu
einer Reduktion von HDACG6 fiihrte. Unter diesen Bedingungen wurde anschlieBend der Einfluss von
LS-91 auf die NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung getestet (Abbildung 3.40).

Zunichst wurde jedoch gepriift, ob die Stimulation mit LS-91 oder SLW118 selbst eine Freisetzung von
IL-1B zur Folge hat. Dafiir wurden THP-1 Makrophagen 24 Stunden mit dem PROTAC LS-91 oder der
Kontrollsubstanz SLW118 inkubiert und anschlieBend fiir 3 Stunden mit Pam3CSKs stimuliert
(Abbildung 3.41 A). Wiahrend der NLRP3-Aktivator Nigericin, wie erwartet, die IL-1p-Freisetzung in
TLR-geprimten Makrophagen induzierte, konnten mogliche Effekte durch die Vorinkubation mit LS-91
oder SLW118 wie erwartet ausgeschlossen werden.

Um zu priifen, ob ein HDAC6-Abbau zu einer reduzierten NLRP3-Inflammasom-Aktivierung in THP-1
Makrophagen fiihrt, wurde die Auswirkung von LS-91 und SLW118 auf die ATP- und Nigericin-
vermittelte 1L-1B-Freisetzung untersucht (Abbildung 3.40 B und C). In Ubereinstimmung mit den
Ergebnissen eines von Indirubin-abgeleiteten HDAC6-PROTAC (178), senkte LS-91
konzentrationsabhéngig die ATP- oder Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung (Abbildung 3.40 B und
C). Bei einer Konzentration von 10 uM reduzierte LS-91 die ATP-induzierten IL-1B-Spiegel signifikant
um 67 % und die Nigericin-induzierten IL-1B-Spiegel um 50 %. Allerdings reduzierte die
Kontrollsubstanz SLW118, die HDAC6 nicht abbaut, die Zytokinspiegel auf dhnliche Weise. Dies deutet
darauf hin, dass ein HDAC6-Abbau nicht fiir die Hemmung der NLRP3-Inflammasom-vermittelten

IL-1B-Freisetzung verantwortlich ist.
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Abbildung 3.40: 24 Stunden Inkubation mit LS-91 senkt die ATP- und Nigericin-induzierte IL-1f-Sekretion.
THP-1 Makrophagen wurden 24 Stunden mit oder ohne LS-91 oder SLW118 (1 oder 10 uM) inkubiert.
Anschliefend wurden die Zellen 3 Stunden mit PamsCSK4 (1 pg/ml) stimuliert. Die IL-1B-Freisetzung in
den Zellkulturiberstinden wurde mittels ELISA bestimmt. Als Positivkontrolle dienten THP-1
Makrophagen, die nach der Inkubation mit Pam3CSK4 weitere 3 Stunden mit Nigericin (10 uM) stimuliert
wurden. (B und C) THP-1 Makrophagen wurden 24 Stunden mit oder ohne LS-91 oder SLW118 (1 oder
10 uM) inkubiert. Anschlieend wurden die Zellen mit PamsCSKu4 (1 pg/ml) geprimt und dann ohne, (B) mit
ATP (2 mM) oder (C) mit Nigericin (10 pM) stimuliert. Die IL-1p-Freisetzung in den Zellkulturiiberstdnden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die ATP- und Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 %
gesetzt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05,
*P <0.05, **P <0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, einfaktoriclle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett.

Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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Es wurde bereits gezeigt, dass ein HDAC6-Mangel keinen Einfluss auf das TLR-vermittelte Priming hat
(42,183), die fiir die ATP- und Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung erforderlich ist (14,27). Allerdings
kénnen immunmodulatorsische IMiDs (immunmodulatory imide drugs) wie Thalidomid selbst die TLR-
Antworten beeinflussen (286). Da Thalidomid Bestandteil von LS-91 ist, wurde deshalb untersucht, ob
die gesenkte NLRP3-Inflammasom-Aktivierung durch LS-91 und SLW118 auf deren Beeinflussung des
TLR2/1-Signalwegs zuriickzufiihren ist. Aus diesem Grund wurden die zwei Endpunkte /L /B mRNA-
Expression und TNF-Ausschiittung, die fiir eine TLR2/1-Signalwegaktivierung charakteristisch sind,
untersucht. Die Inkubation mit LS-91 in einer Konzentration von 10 pM fiihrte zu einer leichten, aber
nicht signifikanten Senkung der durch den TLR2/1-Liganden Pams;CSKs-vermittelten /L/B mRNA-
Expression (Abbildung 3.41 A). Wurden die Effekte von LS-91 und SLW118 auf Proteinebene
untersucht, konnte jedoch eine signifikante Senkung der Pam;CSK4-induzierten TNF-Freisetzung auf

52,9 bzw. 59,2 % gezeigt werden (Abbildung 3.41 B).

A B

kkkk

Fakokok

1 [[] Kontrolle
B ran.csk,

400+ - ns 150 -

Relative IL1B
mMRNA-Expression
Relative
TNF-Ausschuttung (%)

Ls91 - + -+ - - 110 110
Pam,CSK, LS-91 SLW118
(uM) - (M)

Abbildung 3.41: Der Einfluss von LS-91 und SLWI118 auf das Pam;CSKs-vermittelte Priming. THP-1
Makrophagen wurden 24 Stunden mit oder ohne LS-91 oder SLWI118 (1 oder 10 uM) inkubiert.
AnschlieBend wurden die Zellen 3 Stunden mit oder ohne Pam;CSK4 (1 pg/ml) stimuliert. (A) Die
Genexpression von /L 1B wurde auf das Haushaltsgen GAPDH normalisiert und die jeweiligen Werte wurden
auf die Kontrolle bezogen (Kontrolle bezeichnet mit dem Wert 1). Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n=3). Statistische Unterschiede: ns>0.05, ****P <(.0001, einfaktorielle
Varianzanalyse gefolgt von Bonferroni. (B) Die TNF-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels
ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede:
**k#%P < 0.0001, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett. Die Abbildung ist ein modifizierter

Nachdruck nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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3.3.3 HDAC-Inhibitoren reduzieren die Freisetzung von IL-1$

Obwohl die ZnF-UBP-Doméne von HDAC6 maf3igeblich an der Regulation des NLRP3-Inflammasoms
in Mauszellen beteiligt ist (42), war ein HDAC6-Abbau in THP-1 Makrophagen nicht ausschlaggebend
fiir die verminderte NLRP3-Inflammasom-Aktivierung (Abbildung 3.40). Sowohl das PROTAC LS-91,
das einen HDACG6-Abbau induzierte, als auch die Kontrollsubstanz SLW118, die die HDAC6-
Proteinlevel nicht beeinflusst, hatten eine Senkung der NLRP3-vermittelten IL-1B-Freisetzung zur Folge.
Die Reduktion der IL-1B-Spiegel entsprach dabei einem &hnlichen Niveau wie die Reduktion der
Pam;CSKy-vermittelten TNF-Produktion durch LS-91 und SLW118. Deswegen wurde vermutet, dass
eine gemeinsame strukturelle Komponente von LS-91 und SLWI118 fiir das beeinflusste TLR2/1-
vermittelte Priming durch Pam3;CSK4 und die damit reduzierte IL-1B-Freisetzung verantwortlich ist.

Da das PROTAC LS-91 als auch SLW118 aus 2 funktionellen Molekiilen bestehen, sollte nun untersucht
werden, ob und welcher der einzelnen Bauteile eine NLRP3-vermittelte IL-1pB-Freisetzung zur Folge
haben konnte.

LS-91 und SLW118 bestehen beide aus der HDAC6-bindenden Komponente SAHA und unterscheiden
sich darin, dass LS-91 Thalidomid und SLW118 ein am Glutarimidring methyliertes Thalidomid
(SLW120) enthalten. Um den Einfluss aller Einzelkomponenten auf die NLRP3-Inflammasom-
Aktivierung zu untersuchen, wurden THP-1 Makrophagen mit dem pan-HDAC-Inhibitor SAHA,
Thalidomid oder SLW 120 vorinkubiert. Zusétzlich wurde der spezifische HDAC6-Inhibitor
Tubastatin A verwendet. Anschliefend wurde die Verdnderung der ATP-induzierten IL-1p-Freisetzung
gemessen. Wihrend eine 24-stiindige Vorinkubation mit dem HDAC6-Inhibitor Tubastatin A die ATP-
induzierte IL-1pB-Freisetzung auf 22,1 % reduzierte, konnte der pan-HDAC-Inhibitor SAHA diese sogar
vollstdndig unterdriicken (Abbildung 3.42 A). Thalidomid und SLW120 hatten ebenfalls eine leichte
Senkung der ATP-vermittelten IL-1B-Freisetzung auf 64,5 % bzw. 69,1 % zur Folge, obgleich die
Senkung weniger stark ausgepridgt war, wie die Senkung durch die HDAC-Inhibitoren. Da alle
verwendeten Einzelkomponenten keinen Anstieg der LDH-Freisetzung gegeniiber der unbehandelten
Kontrolle zur Folge hatten (Abbildung 3.42 B), konnten potenziell zytotoxische Effekte ausgeschlossen

werden.
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Abbildung 3.42: Einfluss der Einzelkomponenten von PROTAC LS-91 und SLW118 auf die ATP-induzierte
IL-1B-Ausschiittung. THP-1 Makrophagen wurden 24 Stunden mit SAHA (10 uM), Tubastatin A (10 uM),
Thalidomid (10 uM) oder SLW120 (10 uM) inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit Pam3;CSK4
(1 pg/ml) geprimt und mit ATP (2 mM) stimuliert. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden
wurde mittels ELISA bestimmt. Die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung wurde auf 100 % gesetzt. (B) THP-1
Makrophagen wurden 24 Stunden mit SAHA (10 uM), Tubastatin A (10 uM), Thalidomid (10 pM) oder
SLW120 (10 uM) inkubiert. Die Zellkulturiiberstinde wurden auf die LDH-Freisetzung untersucht. Die
Ergebnisse sind in % der maximalen LDH-Freisetzung angegeben. Die Balkendiagramme zeigen die
Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede: ns > 0.05, *P <0.05, **P <0.01, ***P <0.001, ****pP
<0.0001, Einstichproben-t-Test gegen 100 %. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (207) mit

Erlaubnis von Elsevier.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Inhibierung der katalytischen Doméne von HDAC6 fiir die gesenkte
NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung in THP-1 Makrophagen ausreichend ist. Da ausgeschlossen
werden sollte, dass HDACG6-Inhibitoren die IL-1B-Freisetzung reduzieren, indem sie das TLR2/1-
vermittelte Priming beeinflussen, wurde der Effekt auf die ATP- und Nigericin-induzierte IL-1p-
Freisetzung durch die Zugabe von Tubastatin A nach dem Priming durch Pam;CSK4 untersucht
(Abbildung 3.43). HDAC6-Inhibitoren unterdriicken die Enzymaktivitit schneller, als der HDAC6-
Abbau durch PROTACs erreicht wird (174,178,287). Durch kinetische Messungen, konnte bereits
gezeigt werden, dass eine Acetylierung von o-Tubulin durch HDAC-Inhibitoren bereits nach einer
Stunde ihren maximalen Wert erreicht (174). Daher ldsst sich darauf schlieBen, dass keine 24-stiindige

Inkubation erforderlich ist, um die katalytische Doméne zu hemmen. Deswegen wurde eine kiirzere
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Inkubationsdauer getestet. Wurde Tubastatin A nach dem Priming mit Pam3;CSK,4 hinzugefiigt, konnte

die ATP- und Nigericin-vermittelte IL-1p-Freisetzung nicht signifikant gesenkt werden.
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Abbildung 3.43: Eine Stunde Inkubation mit Tubastatin A senkt die ATP- und Nigericin-induzierte IL-1p-
Ausschiittung nicht. THP-1 Makrophagen wurden mit PamsCSKu4 (1 pg/ml) geprimt und dann 3 Stunden mit
ATP (2 mM) oder Nigericin (10 pM) stimuliert. Der HDACG6-Inhibitor (Tubastatin A, 10 uM) wurde eine
Stunde vor der Stimulation zugegeben. Die IL-1B-Freisetzung in den Zellkulturiiberstinden wurde mittels
ELISA bestimmt. Die Balkendiagramme zeigen die Mittelwerte + SEM, (n = 3). Statistische Unterschiede:

ns > 0.05, einfaktorielle Varianzanalyse gefolgt von Dunnett. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck

nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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41 Die THP-1 und U937 Zelllinie als Modell fur Untersuchungen der IL-1j3-
Freisetzung in Makrophagen

Das NLRP3-Inflammasom ist ein wichtiger Bestandteil der angeborenen Immunitdt, welches
Entzlindungsreaktionen durch die Aktivierung proinflammatorischer Zytokine wie IL-1p steuert. Das
Verstindnis von Kontrollmechanismen fiir die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms und die
Freisetzung von IL-1 ist entscheidend fiir die Aufkldrung der Pathogenese verschiedener entziindlicher
Erkrankungen, die mit erhohten IL-1B-Spiegeln einhergehen. Zur Untersuchung der NLRP3-induzierten
IL-1B-Freisetzung werden meistens Makrophagen, die aus dem Knochenmark von Miusen stammen
(bone marrow-derived macrophages, BMDMs), als in vitro Modelle verwendet (30). Die Unterschiede
in der Physiologie von Menschen und Maiusen erfordern jedoch eine vorsichtige Interpretation der
Ergebnisse aus Mausmodellen. So ist bereits klar, dass sich die Immunantworten zwischen diesen
Spezies unterscheiden (288) und beispielsweise humane, nicht aber murine Monozyten auf LPS mit einer
Freisetzung von IL-1p reagierten (289). In humanen Monozyten aktivierte LPS das NLRP3-Inflammsom
iiber einen alternativen Signalweg, der im Gegensatz zur klassischen NLRP3-Signalisierung unabhingig
vom K'-Efflux und Pyroptose war. Dieser alternative Inflammasom-Weg in Menschen kénnte zumindest
teilweise dafiir verantwortlich sein, dass Menschen weitaus anfélliger dafiir sind, an einer Endotoxindmie
zu sterben als Mause (290) und hebt die artspezifischen Unterschiede bei der IL-1B-Freisetzung hervor.
Um die IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen zu untersuchen, wurden in dieser Arbeit die
humanen THP-1 und U937 Zellinien als in vitro Modelle verwendet. Wahrend THP-1 Zellen aus dem
Blut eines einjéhrigen, ménnlichen Patienten mit akuter monozytérer Leukédmie stammen (291), wurden
die U937 Zellen aus dem histiozytischen Lymphom eines 37-jdhrigen ménnlichen Patienten isoliert
(211). Thr humaner Ursprung ermdglicht die Untersuchung humanspezifischer Immunreaktionen und
bietet direkte Einblicke in die molekularen Wege, die Entziindungsprozesse beim Menschen steuern.
Beide Zelllinien lassen sich relativ einfach kultivieren und mittels PMA zu makrophagenartigen Zellen
ausdifferenzieren, der primire humane Makrophagen in mehrfacher Hinsicht nachahmt (212,292-294).
Wihrend die Differenzierungsmethode fiir THP-1 Zellen in der Arbeisgruppe bereits erprobt war, wurde
im Rahmen der Untersuchungen eine Methode fiir die Differenzierung von U937 Makrophagen etabliert.
Eine Behandlung der Zellen mit 50 ng/ml PMA iiber 72 Stunden, gefolgt von einer Ruhephase von 24
Stunden, fiihrte zu einer Steigerung der fiir Makrophagen charakteristischen Zelloberflichenmarker und
resultierte in einer tiblichen Zellmorphologie und einer angemessenen Zelladhésion (264,265,272,274—
276). U937 Makrophagen reagierten auf LPS im Gegensatz zu den promonozytiren U937 Zellen mit
einer gesteigerten TNF-Freisetzung, was mit der Literatur einhergeht (295,296).

Aufgrund der einfachen Kultivierung und Mdglichkeit zur Differenzierung zu Makrophagen, werden

THP-1 und U937 Zellen haufig als Modelle verwendet, um die Immunreaktion in humanen Makrophagen
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zu erforschen und Probleme der begrenzten Lebensdauer von Monozyten abstammenden humanen
Makrophagen (monocyte derived macrophages, MDMs) zu iiberwinden (211,213,214). Bereits in der
Vergangenheit wurden sowohl THP-1 als auch U937 Makrophagen fiir Studien des
NLRP3-Inflammasoms eingesetzt (22,297). Allerdings sollte beriicksichtigt werden, dass sich PMA-
Konzentrationen und Stimulationszeiten in der Literatur unterscheiden, was einen entscheidenden
Einfluss auf die Versuchsergebnisse haben kann. So kdnnte eine kiinstliche Differenzierung mit PMA
phénotypische Variationen bedingen, die den Phénotyp der primdren Makrophagen, die im Gewebe
vorkommen, moglicherweise nicht vollstindig nachbilden. Des Weiteren bilden Zelllinien nicht die
komplexen Zellinteraktionen in einem Gewebe nach. Die Interaktion von Zellen des angeborenen und
des erworbenen Immunsystems kann am Ende ausschlaggebend fiir eine addquate Immunantwort sein
(298). Die Vergleichbarkeit von Zelllinien und die Ubertragbarkeit auf in vivo Modelle und auf das
tatsdchliche Geschehen im humanen Organismus sollte daher stets kritisch hinterfragt werden. In Bezug
auf die IL-1B-Freisetzung reagierten THP-1 Monozyten auf alle getesteten Stimuli dhnlich wie die aus
dem Buffy Coat isolierten PBMCs. Daher wurde angenommen, dass die IL-1p-Freisetzung in THP-1
Makrophagen auch vergleichbar mit MDMs ist. Um die Ergebnisse, die in THP-1 und U937
Makrophagen generiert wurden zu bekréftigen, wére es dennoch sinnvoll, Versuche ebenfalls in MDMs

durchzufiihren.

4.2 Die IL-1B-Freisetzung in Makrophagen kann NLRP3-unabhéangig erfolgen

421 P2X7-Rezeptorstimulation fiihrt zur NLRP3-unabhangigen IL-1B-Freisetzung

in humanen Makrophagen

Der purinerge Rezeptor P2X7 spielt eine entscheidende Rolle bei Infektionen, Entziindungen und
Zelltod. Der nichtselektive lonenkanal wird durch den endogenen Liganden ATP und dessen Derivat
BzATP aktiviert. Eine seiner wichtigsten Funktionen ist die Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms,
welches in Folge fiir die Verarbeitung und Freisetzung des proinflammatorischen Zytokins IL-1f
verantwortlich ist (299). Es konnte gezeigt werden, dass eine 3-stiindige Behandlung von TLR-geprimten
THP-1 Makrophagen mit ATP und BzATP eine Freisetzung von IL-1f induzierte (Abbildung 3.3).
Ahnliche Ergebnisse wurden fiir ATP bei kinetischen Messungen der IL-1p-Freisetzung in THP-1
Makrophagen erzielt (300). Es wird angenommen, dass das NLRP3-Inflammasom maBgeblich am
Prozess der IL-1B-Freisetzung beteiligt ist. Obwohl meine Ergebnisse die Bedeutung des
P2X7-Rezeptors bei IL-1B-bedingten Entziindungen unterstiitzen (70), konnte festgestellt werden, dass
die iiber den P2X7-Rezeptor-vermittelte IL-1B-Freisetzung in Makrophagen iiber einen NLRP3-

unabhéngigen Weg stattfindet. Dieser bisher unbekannte Mechanismus unterstreicht die Bedeutung der
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Hemmung des P2X7-Rezeptors bei entziindlichen Erkrankungen (301-303) und hebt die artspezifischen
Unterschiede bei der IL-1B-Freisetzung zwischen murinen und humanen Makrophagen hervor.

Meine Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation humaner Makrophagen mit dem P2X7-Rezeptorliganden
ATP zu einer NLRP3-Inflammasom-unabhéngigen IL-1B-Freisetzung fiihrte (Abbildungen 3.6 und
3.35). Die NLRP3 Inhibitoren MCC950 und Bay 11.7082 senkten die ATP-induzierte IL-1p-Freisetzung
nur teilweise. AuBerdem fiihrte die Stimulation mit ATP in Pam3;CSKu-geprimten humanen
Makrophagen, denen NLRP3 fehlt, zu einem signifikanten Anstieg der IL-1p-Freisetzung. Diese Effekte
waren bei BzATP, einem synthetischen ATP-Derivat und potenteren P2X7-Rezeptorliganden, noch
starker ausgeprigt (80). Diese Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen iiberein, die in humanen
Makrophagen erzielt wurden. So konnte gezeigt werden, dass der NLRP3-Inhibitor MCC950 die IL-1p-
Freisetzung durch ATP in humanen Makrophagen nur teilweise hemmte (256). Im Gegensatz dazu war
die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung in Mausmakrophagen vollstindig NLRP3-abhéngig
(256,304,305). Die artspezifischen Unterschiede der NLRP3-Abhédngigkeit zeigen sich besonders in
Hinblick auf die P2X7-vermittelte IL-1pB-Freisetzung. Die Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung, die
unabhingig vom P2X7-Rezeptor erfolgt, zeigte in humanen Makrophagen eine vollstindig NLRP3-
Abhingigkeit, was mit den Ergebnissen in Mausmakrophagen vergleichbar ist (30).

Obwohl bisher angenommen wurde, dass der P2X7-Rezeptor die IL-1p-Freisetzung NLRP3-abhéngig
vermittelt (70), zeigen Ergebnisse dieser Arbeit, dass die IL-1p-Freisetzung durch ATP und BzATP in
humanen Makrophagen auch ohne die Beteiligung des NLRP3-Inflammasoms stattfindet. Daher wurde
die Rolle des P2X7-Rezeptors auf die IL-1B-Freisetzung genauer untersucht. PPADS, ein unspezifischer
P2-Inhibitor und P2X7-Rezeptor-Antagonisten wie A804598 und oxATP blockierten die durch ATP und
BzATP, nicht aber die durch Nigericin-induzierte IL-1B-Freisetzung (Abbildung 3.4), was darauf
hindeutet, dass die NLRP3-unabhidngige IL-1B-Freisetzung vollstindig auf den P2X7-Rezeptor
zurlickzufiihren ist. Experimente in LPS-geprimten Mausmakrophagen, die mit dem selektiven P2X7R-
Antagonisten A438079 behandelt wurden, unterstiitzen den Befund, dass die IL-1B-Freisetzung durch
BzATP vollstindig P2X7-Rezeptor-abhéngig ist (306). Um die Ergebnisse, die durch die verschiedenen
P2X-Rezeptor-Inhibitoren gewonnen wurden zu bestétigen, wére die Verwendung von P2X7-Knockout-

Zellen interessant.

4.2.2 Ap4 induziert die Freisetzung von IL-1B in humanen Makrophagen

Ap4 ist ein natlirlich vorkommendes Nukleotid, das unter anderem vasokonstriktorische Effekte
vermittelt (93,97). In der vorliegenden Arbeit konnte erstmals die Beteiligung von Ap4 an
Entziindungsreaktionen nachgewiesen werden. So konnte gezeigt werden, dass Ap4 in geprimten-

PBMCs, THP-1 Monozyten, als auch THP-1 und U937 Makrophagen zur Erh6hung der extrazelluldren
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IL-1B Konzentration fiihrte (Abbildungen 3.13, 3.15, 3.16 und 3.34). Andere immunmodulatorischen
Effekte (TNF, IL-6, IL-2, IL-12, IL-9, IL-10, IFN-y, IL-17A, GM-CSF, IFN-o, IL-4 und IL-5, IL-8)
wurden allerdings nicht beobachtet (Abbildungen 3.14, 3.17 und 3.34), wodurch das Zytokins IL-1p eine
zentrale Rolle bei der Ap4-vermittelten Entziindungsreaktion ibernimmt.

Mehrere Studien konnten bereits nachweisen, dass Ap4 stabiler als ATP ist und unter anderem stirkere
vasokonstriktorischen Effekte hat (93,95,107). Jedoch waren die Effekte von Ap4 auf die IL-1pB-
Freisetzung gegeniiber ATP in geprimten-THP-1 Makrophagen schwicher ausgeprégt (Abbildungen 3.3
und 3.16). Im Gegensatz dazu zeigten geprimte-U937 Makrophagen eine stiarkere Reaktion auf Ap4 als
auf ATP (Abbildung 3.34). Ein méglicher Grund hierfiir konnte sein, dass sich beide Zelllinien in Bezug
auf ihren Entwicklungsgrad und ihre Herkunft unterscheiden, was mogliche Variationen in ihrer
Reaktion auf Stimuli bedingt. AuBerdem kann es an individuellen Unterschieden in der IL-1pB-
Freisetzungen der Zelltypen liegen, aber auch an den voneinander abweichenden Differenzierungs-
Bedingungen. Fiir die Differenzierung der U937 Makrophagen wurden hohere PMA-Konzentrationen
und ldngere Stimulationszeiten verwendet. In der Vergangenheit konnte festgestellt werden, dass THP-1
und U937 Makrophagen sogar unter den gleichen standardisierten PMA-Differenzierungsbedingungen
verschiedene Reaktionen auf dieselben Stimuli zeigten (212). In PMA-differenzierten U937
Makrophagen waren bereits basale IL-1B-Spiegel (ca. 20 pg/ml) nachweisbar, wéhrend THP-1
Makrophagen nach Differenzierung ohne weitere Stimulation keine messbaren IL-1p-Zytokinspiegel
freisetzten (212). Dies ist im Einklang mit meinen Ergebnissen und bietet eine Erkldrung, warum die
Ap4-induzierten IL-1B-Zytokinspiegel in U937 Makrophagen deutlich hoher ausfielen als in THP-1
Makrophagen.

Frithere Untersuchungen haben gezeigt, dass die Freisetzung von IL-1f in Makrophagen eine
Membranpermeabilitit erfordert (57,307). Ap4 induzierte in THP-1 Makrophagen eine
Membranpermeabilitit, die anhand des Anstiegs der LDH-Konzentration im Uberstand festgestellt
wurde (Abbildung 3.16). Da diese jedoch unabhéngig vom Priming war, kann man darauf schlief3en,
dass die Membranpermeabilitét unabhidngig vom NLRP3-Inflammasom zu betrachten ist. Im Einklang
mit diesen Ergebnissen wurde gezeigt, dass das 2. Signal der NLRP3-Inflammasom-Aktivierung ein
zytotoxisches Signal ist und die Freisetzung von IL-1f erleichtert (308).

Da Ap4 unter anderem bereits im Nebennierenmark und Plasma nachgewiesen werden konnte (93,97),
ist es moglich, dass Ap4 an IL-1B-vermittelten Entziindungen beteiligt ist, die Arteriosklerose fordern
konnten (118). Da Arteriosklerose eine Schliisselrolle in der Pathophysiologie von Herz-
Kreislauferkrankungen spielt, ist die Erforschung der Ap4-vermittelten IL-1B-Freisetzung von groBer
Bedeutung, um potenziell neue Therapieoptionen zu identifizieren. Daher wurde der Mechanismus der

IL-1B-Freisetzung in dieser Arbeit weiter analysiert.
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4.2.21 Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist NLRP3-unabhéngig

Die Ergebnisse zeigen, dass die Ap4-vermittelte, ebenso wie die BZATP-vermittelte IL-13-Freisetzung
in humanen Makrophagen unabhéngig vom NLRP3-Inflammasom stattfindet. Die Annahme stiitzt sich
auf die Ergebnisse von Versuchen mit NLRP3-Inhibitoren und NLRP3-Knockout-Makrophagen
(Abbildungen 3.28 und 3.35). In Anwesenheit der NLRP3 Inhibitoren MCC950 und Bay 11.7082 blieb
die IL-1B-Freisetzung durch Ap4 in THP-1 Makrophagen unverdndert. In Pams;CSKs-geprimten
humanen Makrophagen, denen NLRP3 fehlte, fithrte die Stimulation mit Ap4 auBerdem zu einem
signifikanten Anstieg der IL-1B-Freisetzung. Die Ergebnisse werden weiter durch Experimente in U937
Makrophagen gestiitzt. In U937 Makrophagen hatte MCC950 ebenfalls keinen Effekt auf die Ap4-
vermittelte IL-1B-Freisetzung, wohingegen die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung teilweise reduziert
werden konnte (Abbildung 3.35). Um die ATP-induzierte 1L-1B-Freisetzung abzuschwichen, waren in
U937 Makrophagen hohere Konzentrationen von MCC950 erforderlich als in THP-1 Makrophagen. Die
Verwendung der eingesetzten Konzentrationen ist jedoch nicht ungewohnlich. In Studien zur NLRP3-
Abhingigkeit in THP-1 Makrophagen und BMDMs werden iiblicherweise Konzentrationen von 1 bis
10 uM MCC950 verwendet (256,309-311). Fiir Untersuchungen in U937 Makrophagen wurden jedoch
bereits in der Vergangenheit hohere Konzentrationen von MCC950 eingesetzt (312). Da sich die beiden
Zelllinien in Herkunft, Reifestadium und Differenzierungsmethode unterscheiden, konnten individuelle
Unterschiede im NLRP3-Signalweg zwischen den beiden Zelltypen moglicherweise der Grund dafiir

sein.

423 Einfluss des K*-Efflux auf die IL-1B-Freisetzung

Ein allgemein bekannter Mechanismus, der zur Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms beitragt, ist der
K'-Efflux durch die Plasmamembran (30,32,313). Deshalb wird im Zusammenhang mit Untersuchungen
zum NLRP3-Inflammasom hédufig auch die Abhidngigkeit der IL-1B-Freisetzung vom K'-Efflux
untersucht (32,314,315). In Ubereinstimmung mit bereits publizierten Ergebnissen (32,289), wurde die
NLRP3-abhéngige IL-1B-Freisetzung durch Nigericin vollstindig blockiert, wenn der K'-Efflux inhibiert
wurde (Abbildung 3.5). Wihrend eine Hemmung des K'-Effluxes die IL-1p-Freisetzung durch ATP in
Mausmakrophagen ebenfalls komplett inhibierte (32,316), war in humanen Makrophagen ein Teil der
P2X7-vermittelten IL-1p-Freisetzung unabhingig vom K'-Efflux (Abbildung 3.5), was zeigt, dass sich
die IL-1p Signalgebung in murinen und humanen Makrophagen unterscheidet. Im Gegensatz zu ATP
aktivierte Ap4 in THP-1 Makrophagen eine Signalkaskade, die eine IL-1p-Freisetzung zur Folge hat, die
vollstdndig unabhingig vom K'-Ausstrom war (Abbildung 3.27).

Es bleibt dennoch zu beachten, dass in der Vergangenheit bereits Kalium-unabhingige Mechanismen zur

IL-1B-Freisetzung beschriecben worden sind (289,316). Diese beinhalten jedoch eine NLRP3-
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Aktivierung. So 16st Imiquimod, ein Arzneistoff, der fiir die Behandlung von Virusinfektionen und
Hautkrebs zugelassen ist, eine NLRP3-Aktivierung in dendritischen Zellen aus, die unabhingig vom K-
Efflux ist (314). In Mausmakrophagen konnte eine Erhohung der extrazelluldren Kaliumkonzentration,
die durch ADP-vermittelte IL-1B-Freisetzung nicht verhindern (316). Obwohl Ergebnisse der Studie
darauf schlieBen lassen, dass ADP unabhingig vom K'-Efflux zur IL-1pB-Freisetzung fiihrt, war
zumindest das NLRP3-Inflammasom maBgeblich an der IL-1B-Freisetzung beteiligt. Die Ergebnisse
dieser Arbeit zeigen jedoch, dass die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung in THP-1 Makrophagen sowohl
unabhingig vom K"-Ausstrom als auch unabhingig vom NLRP3-Inflammasom ist. Dies ldsst vermuten,
dass es in humanen Makrophagen moglicherweise einen alternativen, NLRP3-unabhéngigen
Mechanismus fiir die Freisetzung von IL-1f gibt. Da auch eine P2X7-Rezeptoraktivierung zu einer
NLRP3-unabhéngigen IL-1B-Freisetzung fiihrte, wurde in der Arbeit analysiert, ob Ap4 die NLRP3-
unabhiéngige IL-1B-Freisetzung ebenfalls {iber den P2X7-Rezeptor vermittelt.

424 Beteiligung verschiedener Rezeptoren an der Ap4-vermittelten Reaktion

4241 Die NLRP3-unabhangige IL-1B-Freisetzung durch Ap4 ist unabhidngig vom
P2X7-Rezeptor

Die Ergebnisse zeigen, dass die Unabhédngigkeit des NLRP3-Inflammasoms bei der Ap4-induzierten
IL-1B-Freisetzung trotz struktureller Ahnlichkeiten zu dem P2X7-Rezeptorliganden ATP nicht auf den
P2X7-Rezeptor zuriickzufiihren sind (Abbildungen 3.4 und 3.18). In humanen Makrophagen wurde die
ATP-induzierte Freisetzung von IL-1f durch den P2X7-Rezeptorantagonisten A804598 gehemmt
(Abbildung 3.4). Frithere Studien in Mausmakrophagen stellten die Abhéngigkeit des P2X7-Rezeptors
an der ATP-induzierten Freisetzung bereits fest (306). Im Gegensatz dazu, hatte A804598 keinen Effekt
auf die IL-1p-Freisetzung durch Ap4 (Abbildung 3.18). OXxATP hingegen reduzierte neben dem ATP-
auch den Ap4-vermittelten Anstieg von IL-1B. Obwohl oxATP als irreversibler
P2X7-Rezeptorantagonist bekannt ist (249), gibt es Studien, die zeigen, dass oxATP im Gegensatz zu
A804598, auch mit anderen P2X-Rezeptoren interagieren kann, wie P2X1 und P2X2 (317,318). Da der
unspezifische P2-Inhibitor PPADS, der auch P2X7-Rezeptoren hemmt (80), keine Reduktion der Ap4-
vermittelten IL-1B-Freisetzung zeigte (Abbildung 3.18), kann dieser Effekt allerdings vernachldssigt
werden. Vielmehr scheint oxATP auch selbst entziindungshemmende Wirkungen auszuiiben und die
Immunantwort unabhéngig von einer P2X7-Blockade zu modulieren (317-319). Um die Abhéngigkeit
der Ap4-vermittelten IL-1B-Freisetzung von P2X7-Rezeptoren weiter zu untersuchen, konnte die
Verwendung von P2X7-Knockout-Zellen eine wertvolle Methode sein, um weitere Erkenntnisse zu

gewinnen.
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4.24.2 P2X4 Rezeptoren sind nicht an der Ap4-induzierten IL-1B-Freisetzung beteiligt

Unter den purinergen Rezeptoren ist hauptséchlich der P2X7-Rezeptor an der Freisetzung von IL-1f
beteiligt. Jedoch gibt es Hinweise, dass auch der P2X4-Rezeptor eine Rolle spielt. Eine Studie zeigte,
dass P2X4-Knockout-Méuse eine verminderte Inflammasom-Aktivierung aufwiesen, was zu einem
Riickgang des extrazelluldren IL-1p nach einer Riickenmarksverletzung fiihrte (250). Tatsdchlich wurde
der P2X4-Rezeptor auch in dendritischen Zellen und Epithelzellen mit der Freisetzung der ATP-
induzierten IL-1f in Verbindung gebracht (320,321). In humanen Makrophagen allerdings konnte der
P2X4-Rezeptor den Anstieg von IL-1B durch ATP nicht modulieren (Abbildung 3.4), was mit
Ergebnissen, die in Mausmakrophagen mit einem P2X4-Mangel generiert wurden, einhergeht (306,322).
Ap4 aktiviert nachweislich P2X4-Rezeptoren (113). In-THP-1 Makrophagen konnte durch den Einsatz
des P2X4-Rezeptorantagonisten 5S-BDBD allerdings keine Reduktion der Ap4-induzierten IL-1B-Spiegel
festgestellt werden (Abbildung 3.18). Somit ist die Ap4-vermittelte IL-1B-Freisetzung in THP-1
Makrophagen, ebenso wie die ATP-vermittelte IL-1(-Freisetzung unabhéngig vom P2X4-Rezeptor ist.

4.2.4.3 Der Ap4d-induzierte Calciumeinstrom ist abhdngig von P2Y-Rezeptoren und

unabhéangig von P2X7-Rezeptoren

Meine Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Ap4-vermittelte IL-13-Freisetzung unabhéngig von P2X7-
und P2X4-Rezeptoren ist. Um die Wirkung von Ap4 direkt am Rezeptor zu untersuchen und unabhéngig
von der IL-1B-Freisetzung zu betrachten, wurde daher ebenfalls der Einfluss von Ap4 auf den
Calciumeinstrom getestet.

Obwohl es millimolare Konzentrationen an extrazellularem ATP erfordert, um die Freisetzung von IL-18
in Makrophagen zu induzieren (300), reichen geringe ATP-Konzentrationen von 100 pM aus, um einen
Calciumeinstrom zu induzieren (260). Ebenso fiihrten geringe Ap4-Konzentrationen (100 uM) in
Synaptosomen des Mittelhirns von Ratten zu einem Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration,
der abhéngig von extrazelluldren Calciumspiegeln war (114). Um zu untersuchen, ob sich diese
Erkenntnisse auf THP-1 Zellen iibertragen lédsst, wurde der Calciumeinstrom durch ATP und Ap4 in
THP-1 Zellen untersucht. Im Zuge dieser Arbeit konnte bestitigt werden, dass diese niedrigen
Konzentrationen von ATP und Ap4 ausreichen, um in THP-1 Zellen einen Calciumeinstrom zu
induzieren (Abbildungen 3.19 und 3.20). Allerdings war der Ap4-vermittelte Calciumeinstrom in THP-1
Makrophagen im Vergleich zu ATP nur sehr gering. Wurden THP-1 Monozyten mit Ap4 und ATP
behandelt, zeigte sich, dass die Stimulation mit Ap4 und ATP in THP-1 Monozyten zu einem stérkeren
Calciumeinstrom fiihrte als in THP-1 Makrophagen, wobei dieser Effekt durch Stimulation mit Ap4 noch
starker ausgeprégt war. Das unterschiedliche Ansprechen von THP-1 Monozyten und Makrophagen auf

ATP konnte bereits frither gezeigt werden (260). Die zugrunde liegenden Faktoren fiir diese Unterschiede
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in der Hohe des Calciumeinstroms wurden nicht weiter untersucht. Jedoch wurde vermutet, dass die
Unterschiedliche Expression von P2Y-Rezeptoren auf der Zelloberfliche der beiden Zelltypen
verantwortlich dafiir sein konnten (260).

Anders als in THP-1 Makrophagen, war der Calciumeinstrom durch Ap4 in THP-1 Monozyten
vergleichbar mit dem durch ATP. Auch frithere Untersuchungen in Synaptosomen des Mittelhirns von
Ratten zeigten, dass Ap4 und ATP mit EC50 Werten von 19,4 bzw. 24,6 uM einen vergleichbaren
Calciumeinstrom verursachten (93), obgleich die Potenz von Ap4 mit einem EC50 Wert von 4 uM in
humanen Makrophagen deutlich geringer war als in Synaptosomen des Mittelhirns von Ratten.
Verschiedene Studien deuten auf die Beteiligung unterschiedlicher ionotroper P2X-Rezeptoren an der
Ap4-vermittelten Reaktion hin. So wurde bereits gezeigt, dass Ap4 P2X-Rezeptoren im zentralen
Nervensystem aktiviert (93). Diese Schlussfolgerung wird teilweise durch
Kreuzdesensibilisierungsstudien gestiitzt, bei der die Verwendung des P2X-Rezeptorantagonisten
B,y-meATP die von Ap4 ausgeldste Reaktion am Auge aufhob (95). Des Weiteren vermittelt Ap4 in
glatten Muskelzellen iiber P2X1-Rezeptoren eine Vasokonstriktion (97) und aktiviert humane P2X4-
Rezeptoren (113). Die Studie zeigte, dass eine Ap4-Stimulation von P2X4-transfizierten HEK293 Zellen
zu messbaren lonenstromen fiihrte, die vergleichbar waren mit lonenstrémen durch ATP (113).

Obwohl THP-1 Monozyten P2X-Rezeptoren, wie unter anderem P2X1, P2X4 und P2X7-Rezeptoren
exprimieren (260,323-325), verlief der Ap4-vermittelte Calciumeinstrom in THP-1 Monozyten
unabhingig von P2X-Rezeptoren (Abbildung 3.21). So zeigen meine Daten, dass die Ap4-vermittelte
Calciumantwort in Monozyten durch PPADS nicht reduziert werden konnte, was mit friiheren
Untersuchungen einhergeht, die zeigen, dass die Zugabe von PPADS keinen Effekt auf Ap4-vermittelte
Augeninnendrucksenkung besaB3 (95). Im Gegensatz dazu verhinderten gleiche Konzentrationen von
PPADS die Calciumantwort in Mittelhirnzellen von Ratten (93). Die Tatsache, dass THP-1 Monozyten
und Makrophagen unterschiedlich auf Ap4 reagieren, obwohl die P2X-Rezeptorexpression in beiden
Zelltypen vergleichbar ist (260), verstiarkt die Annahme, dass der Ap4-vermittelte Calciumeinstrom
unabhéngig von P2X-Rezeptoren verléuft.

Die vorliegenden Ergebnisse deuten darauf hin, dass Ap4 in THP-1 Monozyten iiber Stimulation von
GPCRs wirkt, die an Gg11 gekoppelt sind, zu denen der P2Y 1 Rezeptor, sowie die P2Y-Rezeptoren P2Y?2,
P2Y4, P2Y6 gehoren (261,326,327). Diese Schlussfolgerung wird durch frithere Erkenntnisse gestiitzt,
die zeigen, dass Ap4 iiber P2YI1-Rezeptoren im Herzen eine Vasodilatation vermittelt (99).
Uberraschenderweise wurden #hnliche Erkenntnisse mit ATP bereits in der Vergangenheit gewonnen.
Obwohl in der vorliegenden Arbeit bestétigt werden konnte, dass THP-1 Makrophagen den P2X7-
Rezeptor exprimieren (Abbildung 3.12) und ATP iiber diesen die IL-1B-Freisetzung vermittelt
(Abbildung 3.4), konnte bereits gezeigt werden, dass der P2X7-Rezeptor keine entscheidende Rolle in
Bezug auf das Ausmal3 der ATP-induzierten Calciumantwort in THP-1 Monozyten und Makrophagen
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hat (260,328-330). Wéhrend in Studien mit THP-1 Makrophagen und ausdifferenzierten humanen
Makrophagen gezeigt wurde, dass der Hauptteil des Calciumeinstroms, der durch ATP vermittelt wird,
durch die Aktivierung von P2Y-Rezeptoren zustande kommt (260,331), war der ATP-vermittelte
Calciumeinstrom in THP-1 Monozyten sogar vollstindig abhingig von P2Y-Rezeptoren (260).
Gegenteilige Effekte wurden in Mausmakrophagen beobachtet, bei denen der P2X7-Rezeptor einen
entscheidenden Einfluss auf die ATP-induzierte Calcium-Antwort hatte (330). Dies betont einmal mehr
die artspezifischen Unterschiede zwischen Maus und Mensch. Diese Erkenntnisse deuten auferdem
darauf hin, dass sich THP-1 Monozyten und Makrophagen nicht als ideales Modell eignen, um anhand
des Calciumeinstroms Riickschliisse auf die Wirkung am P2X7-Rezeptor zu ziehen. Im Gegensatz dazu
wurde in fritheren Studien gezeigt, dass ATP in transfizierten HEK293 Zellen zu einem Calciumeinstrom
fiihrte (332). Dies verdeutlicht, dass sich P2X7-transfizierte HEK293 Zellen besser als Modell zur
Untersuchung der P2X7-Rezeptoraktivierung eignen als THP-1 Zellen. Um die Wirkung von Ap4 am
P2X7-Rezeptor auszuschlieBen, wurde daher der Calciumeinstrom und die P2X7-vermittelte
Membranporenbildung in P2X7-Rezeptor-transfizierten HEK293 Zellen untersucht. Wahrend BzATP in
transfizierten HEK293 Zellen im Einklang mit frilheren Arbeiten zum Calciumeinstrom und zur
P2X7-Rezeptor-abhéngigen Porenbildung fiihrte (333), zeigte Ap4 keinen der genannten Effekte
(Abbildungen 3.24 und 3.25). Obwohl sich durch dieses Ergebnis annehmen ldsst, dass Ap4 keine
Wirkung am P2X7-Rezeptor vermittelt, reduzierte sich die P2X7-Rezeptor-induzierte IL-1B-Freisetzung
durch BZATP in Anwesenheit von Ap4 (Abbildung 3.26). Es wird angenommen, dass ATP-Analoga wie
BzATP an die ATP-Bindungsstelle am P2X7-Rezeptor binden (334). Daher ldsst sich die Hypothese
aufstellen, dass Ap4 zwar moglicherweise mit der ATP-Bindungsstelle am P2X7-Rezeptor interagiert,
der Rezeptor allerdings nicht vollstindig aktiviert wird, sodass keine P2X7-abhéngige Porenbildung und
kein Ionenfluss wie Calciumeinstrom und Kalimausstrom erfolgen. Ebenfalls konnten sterische
Hinderung durch Ap4 den lonenfluss stéren. Um diesen Hypothesen nachzugehen, sollten weitere
Untersuchungen folgen. So konnte die Bindung von Ap4 am P2X7-Rezeptor durch
Radioligandenbindungsstudien oder durch isotherme Titrationskalorimetrie (isothermal titration

calorimetry, ITC) weiter untersucht werden (335-337).

4.2.44 Beteiligung von P2Y-Rezeptoren an der IL-1B-Freisetzung

Die Hypothese, dass Nukleotide das NLRP3-Inflammasom {iiber andere purinerge Rezeptoren als den
P2X7-Rezeptor beeinflussen kénnten und so zu einer IL-1B-Freisetzung fithren, wurde bereits zuvor
aufgestellt (338). Insbesondere P2Y-Rezeptoren wurden mit der NLRP3-Aktivierung und der IL-1B-
Freisetzung in Verbindung gebracht (315,316,322,339). Eine pharmakologische Hemmung von P2Y'1
Rezeptoren reduziert die durch Nanopartikel ausgeloste NLRP3-Aktivierung (339). AuBerdem fiihrte
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ADP in BMDMs iiber P2Y1-Rezeptoren zu einer IL-1B-Freisetzung (316). Dabei war die P2Y1-
abhingige IL-1B-Freisetzung unabhingig vom K'-Efflux. Angesichts der Tatsache, dass der Ap4-
induzierte Calciumeinstrom in THP-1 Monozyten vollstindig Gg1i-vermittelt wurde und die Ap4-
induzierte IL-1B-Freisetzung in THP-1 Makrophagen unabhingig vom K'-Efflux erfolgte, sollten
infolgedessen weitere Untersuchungen durchgefiihrt werden, um die Abhéngigkeit der IL-1B-Freisetzung
von P2Y-Rezeptoren bei der Stimulation mit Ap4 zu erforschen. Dafiir konnte die IL-1B-Freisetzung

durch Ap4 in Anwesenheit des Gq/11 Inhibitors YM-254890 oder FR900359 untersucht werden.

425 Die Verarbeitung von Pro-IL-1B in aktives IL-1

4.2.51 Abhangigkeit der IL-1B-Freisetzung von Caspasen

Caspase-1 ist ein zentraler Akteur bei der NLRP3-Inflammasom-induzierten IL-1pB-Freisetzung (14).
Daher wird das Vorhandensein von reifer, proteolytisch verarbeiteter Caspase-1 in vitro hiufig als
Marker fiir die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung verwendet (10,26). Da sich die Caspase-1 an
unterschiedlichen Stellen selbst spalten und damit aktivieren kann, wurden bereits unterschiedliche
Zusammensetzungen fiir die aktive Caspase-1 nachgewiesen (Kapitel 1.1.1.3). In den meisten
Zellstimulationsstudien werden Zelllysate oder zellfreie Uberstande stimulierter Immunzellen auf die
Spaltfragmente p10 und/oder p20 untersucht (26,46,307,340). In anderen Studien wurde jedoch auch die
p33-Spezies als aktive Formen von Caspase-1 identifiziert (44). Es ist bereits bekannt, dass es schwierig
ist, die aktive Caspase-1 im Zytosol von humanen Monozyten mittels Immunoblot nachzuweisen
(341,342). Eine mogliche Erkldrung dafiir lieferten Untersuchungen in THP-1 Monozyten, die
feststellten, dass die aktive Caspase-1 im zytosolischen Milieu wenig stabil war (340). Die Studie konnte
nachweisen, dass die aktive Caspase-1 in Uberstiinden iiber einen lingeren Zeitraum nachweisbar war
als in Lysaten (340). Um die Beteiligung der Caspase-1 an der Ap4- und Nigericin-vermittelten
Entziindungsreaktion zu {iberpriifen, wurden die Uberstande stimulierter THP-1 Monozyten und THP-1
Makrophagen mittels Western Blot auf die aktive Caspase-1 untersucht. Allerdings gestaltete sich die
Detektion der aktiven Caspase-1 als schwierig. Im Verlauf der Arbeit wurden verschiedene Techniken
zur Protein-Prézipitation aus dem Zellkulturiiberstand getestet (Daten nicht gezeigt), darunter die
Methanol/Chloroform-Prézipitation oder Trichloracetat-Prézipitation (343). Schlussendlich war nur die
Aufkonzentrierung der Proteine mithilfe von Zentrifugalfiltern erfolgreich.

Ich konnte nachweisen, dass Nigericin in geprimten THP-1 Monozyten und Makrophagen die
Prozessierung der Caspase-1 in ihre aktive Form induzierte. Im Gegensatz dazu aktivierte Ap4 die
Caspase-1 weder in THP-1 Monozyten noch in THP-Makrophagen (Abbildungen 3.29 und 3.30). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Caspase-1 an der NLRP3-abhingigen, jedoch nicht an der
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NLRP3-unabhéngigen IL-1B-Freisetzung beteiligt ist. Es ist jedoch wichtig anzumerken, dass die
Ergebnisse in THP-1 Makrophagen zu einem spéteren Zeitpunkt nicht reproduziert werden konnten.
Moglicherweise liegt dies an der geringen Menge an aktiver Caspase-1. Die geringen Mengen an aktiver
Caspase-1 in THP-1 Zellen sind in der Literatur als Herausforderung fiir die Detektion der aktiven
Caspase-1 in Uberstinden von THP-1 Zellen beschricben worden (344). Deshalb wird eine hohe
Zelldichte wéhrend des Experiments empfohlen, um den Nachweis der aktiven Caspase-1 mittels
Western Blot in THP-1 Zellen zu gewihrleisten (344). Da unter den gleichen experimentellen
Bedingungen die Zellzahl der THP-1 Monozyten hoher gehalten werden konnte als die Zellzahl der
THP-1 Makrophagen, zeigt dies, warum sich Monozyten besser fiir die Untersuchung der aktiven
Caspase-1 im Zellkulturiiberstand mittels Western Blot eigneten als THP-1 Makrophagen und liefert
zumindest eine mogliche Erkliarung, warum die Versuche in THP-1 Makrophagen nicht reproduziert
werden konnten.

Um die Beteiligung der Caspase-1 an der Ap4- oder Nigericin-induzierten IL-1p-Freisetzung in THP-1
Makrophagen genauer zu untersuchen, wire es interessant weitere Experimente durchzufiihren, die die
aktive Caspase-1 ohne den Einsatz der Western Blot Analytik nachweisen. Dafiir wiirde sich
beispielsweise die Verwendung von synthetischen Biolumineszenz-Substraten der Caspase-1 (Z-
WEHD-Aminoluciferin) oder fluorochrom-markierten Caspase-1-Inhibitoren (fluorochrome inhibitor of
caspases, FLICA, z. B. FAM-YVAD-FMK) eignen (345-348). FLICA binden kovalent an die aktive
Caspase-1, sodass das Fluoreszenzsignal, gemessen mit einem Mikroplattenleser, Fluoreszenzmikroskop
oder Durchflusszytometer, ein direktes MaB3 fiir die Menge der aktiven Caspase-1 liefert. Bei
Verwendung des Biolumineszenz-Substrat Z-WEHD-Aminoluciferin, setzt die Caspase-1
Aminoluciferin aus dem synthetischen Peptidsubstrat frei, was zu Luciferase-Aktivitdt und
Lichterzeugung durch Luciferase fiihrt. Die Messung der Lumineszenz mithilfe eines Mikroplattenlesers
gibt Riickschliisse auf die Caspase-1-Aktivitit. Mithilfe des Biolumineszenz-Substrat kann die aktive
Caspase-1 sowohl im Zytosol als auch in Zellkulturiiberstinden detektiert werden. So konnte durch den
Einsatz des Biolumineszenz-Substrats Z-WEHD-Aminoluciferin die Caspase-1-Aktivierung bereits in
PMA-differenzierten als auch in undifferenzierten THP-1 Zellen nachgewiesen werden, wenn diese mit
NLRP3-Inflammasom-Induktoren behandelt wurden (348).

Die Untersuchung der Beteiligung von Caspase-1 an der IL-1p-Freisetzung in THP-1 Makrophagen
erfolgte durch den Einsatz des spezifischen Caspase-1 Inhibitors Ac-Y VAD-cmk. Wihrend die BZATP-,
ATP- und Nigericin-induzierte IL-1p-Freisetzung abhéngig von Caspase-1 war, blieb die Ap4-induzierte
IL-1B-Freisetzung in Anwesenheit des Caspase-1 Inhibitors unberiihrt, was bestétigt, dass die IL-1f3-
Freisetzung durch Ap4 unabhéngig von der Caspase-1-Aktivitit ist (Abbildung 3.29).

Obwohl andere Caspasen wie Caspase-8 IL-1p verarbeiten konnen (349), ist nur Caspase-1 an der

BzATP-induzierten IL-1B-Freisetzung beteiligt. ATP und Nigericin aktivieren zusitzliche Caspasen, da
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eine Pan-Caspase-Hemmung die IL-1pB-Freisetzung weiter hemmt (Abbildung 3.7). Wihrend die
NLRP3-induzierte IL-1B-Freisetzung durch Nigericin vollstindig Caspase-abhingig ist, losten die
P2X7-Agonisten ATP und BzATP teilweise Caspase-unabhéngige Antworten aus. Dies widerspricht der
Annahme, dass die P2X7-Rezeptoraktivierung nur iliber Caspase-1 zur IL-1B-Freisetzung fiihrt
(304,350,351) und unterstreicht einmal mehr wichtige Unterschiede in den Signalwegen zwischen
humanen und murinen Makrophagen.

Meine Ergebnisse lassen auflerdem vermuten, dass die Ap4-vermittelte Verarbeitung von Pro-IL-1f
vollstdndig unabhingig von Caspasen ist (Abbildung 3.29). Dies deutet auf alternative Mechanismen der
Verarbeitung von IL-1p hin. Dennoch konnte bewiesen werden, dass es sich um bioaktives IL-1p handelt,

welches seine Wirkung iiber IL-1-Rezeptoren vermitteln kann (Abbildung 3.16).

4.2.5.2 Caspase-unabhangige Verarbeitung von Pro-IL-18 in aktives IL-1B: Einfluss

anderer Proteasen

Es sind bereits Caspase- und NLRP3-unabhéngige Mechanismen fiir die [L-1 Verarbeitung beschrieben
worden (5,258,352,353). So wurde die Rolle von NLRP3- und Caspase-1-unabhéngigem IL-1p bei
autoinflammatorischen Knochenerkrankungen und Osteomyelitis belegt (353). Bei einer Infektion mit
Mycobacterium tuberculosis von Mausen wurde IL-13 unabhingig von Caspase-1 gebildet (354). Ebenso
konnte gezeigt werden, dass DieselruBBpartikel bei Miusen eine IL-1B-vermittelte Lungenentziindung
ausldsten, die unabhéngig vom klassischen NLRP3/Caspase-1-Weg war (258). Diese Feststellung deutet
darauf hindeutet, dass andere Proteasen beteiligt sein konnten.

Unter anderem wurden Serinproteasen wie neutrophile Elastase, Proteinase-3 und Cathepsin G als
Kandidaten fiir die alternative Caspase-1-unabhéingige IL-1p Verarbeitung vorgeschlagen (5,263,355).
Eine Hemmung von Serinproteasen konnte die IL-1B-Freisetzung durch humane Makrophagen unter
saurem Stress reduzieren (304). In der vorliegenden Arbeit konnte durch die Hemmung von
Serinproteasen ebenfalls eine signifikante Reduktion der IL-1B-Freisetzung als Reaktion auf die Stimuli
BzATP, ATP und Nigericin erreicht werden (Abbildung 3.8). Dies deutet darauf hin, dass Serinproteasen
an der NLRP3-abhingigen und an der NLRP3-unabhingigen Freisetzung von IL-1f beteiligt sind.
Allerdings wurden widerspriichliche Ergebnisse in Ap4-stimulierten Zellen erzielt. Obwohl die IL-1p-
Freisetzung durch Ap4 ebenfalls NLRP3-unabhéngig war, konnte eine Beteiligung von Serinproteasen
an der Ap4-induzierten IL-1pB-Freisetzung ausgeschlossen werden (Abbildung 3.31). Eine mdgliche
Erklérung dafiir ergab sich aus Untersuchungen mit BzATP, bei denen die Signalkaskade von P2X7-
stimulierten Zellen genauer analysiert wurde. In BzATP-stimulierten Zellen fiihrte die gleichzeitige
Hemmung von Caspasen und Serinproteasen zu einer dhnlichen Verringerung der IL-1p-Freisetzung im

Vergleich zur alleinigen Caspase-Hemmung, wobei ein erhebliches Mal3 an IL-1f verblieb (Abbildung
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3.9). Ahnliche Ergebnisse wurden erzielt, wenn der K*-Efflux und Caspasen gleichzeitig gehemmt
wurden. Die Ergebnisse deuten darauf hin, dass die P2X7-Rezeptoraktivierung in geprimten
Makrophagen moglicherweise iiber zwei Signalwege zur IL-1B-Freisetzung fithrt. Wéhrend
Serinproteasen an der K'-Efflux/Caspase/IL-1B-Achse beteiligt sind, verlduft ein weiterer Signalweg
unabhingig vom K'-Efflux, von Serinproteasen und Caspasen. Die Existenz eines Signalweges, der
unabhingig vom K'-Efflux, vom NLRP3-Inflammasom, von Serinproteasen und von Caspasen zur
IL-1B-Freisetzung fiihrt, wird durch die Tatsache gestiitzt, dass die Ap4-vermittelte IL-1p-Freisetzung
ebenso unabhéngig von Serinproteasen verlief (Abbildung 3.31). Daher ist es wahrscheinlich, dass auch
andere Proteasen an der Verarbeitung von IL-1p beteiligt sein konnten. Aus diesem Grund wurde auch
die Rolle von Cystein- und Aspartatproteasen in Bezug auf die Freisetzung von IL-1p untersucht.
Fritheren Untersuchungen konnten bereits zeigen, dass die Hemmung der Aspartatprotease die IL-1p-
Freisetzung in humanen Makrophagen, die mit Milchsdure stimuliert wurden, reduzierte (304).
Allerdings konnte in THP-1 Makrophagen keine Verringerung der IL-1B-Freisetzung bei Hemmung
einer der beiden Proteaseklassen beobachtet werden (Abbildungen 3.8 und 3.31). Folglich sind Cystein-
und Aspartatproteasen nicht an IL-1f Signaltransduktion durch Ap4, ATP, BzATP und Nigericin
beteiligt. Die Ergebnisse deuten auf die Existenz eines bisher unerkannten Mechanismus zur IL-1p-
Freisetzung in humanen Makrophagen hin. Es sind weitere Untersuchungen erforderlich, um den

zugrunde liegenden Mechanismus zu entschliisseln.

4.2.6 Einfluss des Primings auf die NLRP3-Abhangigkeit der IL-1B-Freisetzung

In der vorliegenden Arbeit konnte bestétigt werden, dass das Priming fiir die IL-1pB-Freisetzung in
humanen Makrophagen unerlisslich ist (Abbildungen 3.3, 3.11 und 3.16) (27). Die Untersuchungen der
NLRP3-abhéingigen und NLRP3-unabhéngigen IL-1p-Freisetzung erfolgte in dieser Arbeit mit einem
Priming durch den TLR2/1-Liganden Pam;CSK4. Obwohl bereits gezeigt werden konnte, dass das
Priming durch Pam3;CSK, erfolgen kann (22,289,356), bleibt zu beachten, dass in vielen Arbeiten zu
Untersuchungen des NLRP3-Inflammasoms der TLR4-Ligand LPS fiir das Priming benutzt wurde. Im
Einklang mit friiheren Untersuchungen, konnte gezeigt werden, dass die /L/B mRNA-Spiegel durch
Pam3CSK4 und LPS auf vergleichbare Weise erhoht werden (Abbildung 3.11) (27). Die IL18 mRNA-
Spiegel wurden im Vergleich zur Kontrolle nicht wesentlich beeinflusst, was mit der Tatsache
einhergeht, dass Pro-IL-18 konstitutiv exprimiert wird und in Makrophagen nicht durch das Priming
beeinflusst wird (15,21). Allerdings konnte nachgewiesen werden, dass das TLR-vermittelte Priming das
AusmaB der NLRP3-Abhédngigkeit der P2X7-vermittelten IL-1p-Freisetzung auf unterschiedliche Weise
moduliert (Abbildung 3.11). Das Priming mit dem TLR2/1-Liganden Pam3;CSK, fiihrte zu einer
vollstdndig NLRP3-unabhéngigen IL-1B-Freisetzung in BZATP-stimulierten Makrophagen, wihrend das
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Priming mit TLR2/6- und TLR4-Liganden teilweise NLRP3-abhidngig war. Obwohl die
zugrundeliegenden Signalwege noch nicht identifiziert sind, 16st die Heterodimerisierung von TLR2 mit
TLR1 oder TLR6 womdglich unterschiedliche Signalkaskaden wéhrend des Priming-Signals aus, was
fritheren Hypothesen widerspricht (357). Daher wire es interessant, die zugrundeliegenden
Mechanismen im NLRP3-Priming-Weg zu bestimmen, die durch TLR-Liganden ausgeldst werden.

Es gibt Hinweise dafiir, dass die P2X7-Rezeptorexpression im zentralen Nervensystem durch TLR-
Agonisten wie LPS erhoht wird (358). Allerdings blieb die P2X7-Rezeptorexpression durch
verschiedene TLR-Agonisten unverdndert (Abbildung 3.12). Daher kann zumindest der Einfluss des

Primings auf die P2X7-Rezeptorexpression ausgeschlossen werden.

4.2.7 Einfluss von Metallothioneinen und Zink an der IL-1B-Freisetzung

Metallothioneine (MTs) wurden bereits in der Vergangenheit mit Entziindungsreaktionen in
Zusammenhang gebracht (278-280,359). Die Expression von MTs kann in verschiedenen Organen und
Geweben durch entziindlichen Stress verstirkt werden (360). Es wurde bereits gezeigt, dass LPS oder
IL-1B die MT-Expression induzierten (360). Ergebnisse der Genexpressionsanalyse zeigen, dass die
MT-Expression auch durch Stimulation mit Ap4 erhoht wurde (Abbildung 3.36). Immer mehr Daten
deuten darauf hin, dass Metallothionein 1 (MT1) verschiedene immunmodulatorische Wirkungen hat,
indem es verschiedene Signaltransduktionswege reguliert (279). In Makrophagen begiinstigen hohe
MT1-Konzentrationen LPS-induzierte Entziindungsreaktionen, darunter auch die Freisetzung des
proinflammatorischen Zytokins IL-1f (279). Makrophagen, denen es an MT1- und MT2 fehlte,
reagierten auf LPS mit einer verminderten Expression entziindlichen Zytokinen, einschlieBlich IL-1
(279). MTs sind reich an Cysteinresten, die unter physiologischen Bedingungen mehrere Zink- und
Kupferatome koordinieren, sodass MTs einen hohen Metallgehalt haben (278). Deswegen ist es denkbar,
dass die zelluldre Akkumulation von MT von der Verfiigbarkeit von zelluldirem Zink abhingt (278,361).
Der Zusammenhang zwischen der gesteigerten MT-Expression und Zink wird durch Ergebnisse der
RNA-Seq gestiitzt, die zeigen, dass Ap4 die MT-Expression steigerte und gleichzeitig an biologischen
Prozessen wie ,,zellulire Antwort auf Zink lonen® beteiligt war (Abbildung 3.36). Zink ist fiir die
Funktion des Immunsystems unerlésslich. Ein Zinkmangel trdgt zu vielen klinischen Erkrankungen bei
und wird mit beeintrdchtigten Immunreaktionen in Verbindung gebracht (362). Die Beteiligung von Zink
an der IL-1B-Freisetzung wird allerdings kontrovers diskutiert. Es gibt Studien, die zeigen, dass Zink die
IL-1B-Freisetzung negativ reguliert. Wihrend eine Zinksupplementierung die TLR-induzierte
Expression von /LB mRNA-Spiegeln in vivo (363,364), als auch die IL-1B-Freisetzung in Dendritischen
Zellen in vitro erhohte (365), verstirkte ein Zinkmangel die Expression von /LB in pro-myeloischen

Zellen (366). Eine Studie zeigte, dass der Entzug von Zink in Makrophagen unter Verwendung des
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Zinkchelators N,N,N',N'-tetrakis-(2-pyridylmethyl)ethylenediamine (TPEN) das NLRP3-Inflammasom
aktivierte und die Freisetzung von IL-1B induzierte (367). Im Gegensatz dazu wurde jedoch auch
nachgewiesen, dass Zink die IL-1B-Freisetzung positiv regulierte, indem die Caspase-1-Aktivierung
beeinflusst wurde. Eine Vorbehandlung von LPS-geprimten Mausmakrophagen mit TPEN hob die ATP-
induzierte Freisetzung von IL-1P auf (368). Ap4 beeinflusst zinkabhidngige Prozesse und die MT-
Expression (Abbildung 3.36). Um dem Einfluss von Zink und Metallothioneinen auf die Ap4-induzierte
IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen weiter nachzugehen, eignen sich weitere Untersuchungen,
in denen die Funktion der Metallothioneine und intrazellulirem Zink gehemmt wird. So kdnnte die
Funktion der Metallothioneine durch den Zusatz von L-Homocystein eingeschrinkt werden (369),

wihrend intrazelluldres Zink durch den Chelatbildner TPEN reduziert wird (368,370).

4.2.8 NLRP3-unabhingige IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen: Fazit

IL-1pB wird mit mehreren entziindlichen Erkrankungen in Verbindung gebracht und die Regulierung der
IL-1B-Freisetzung durch das NLRP3-Inflammasom wurde in den letzten Jahren umfassend
charakterisiert. Die Bedeutung der NLRP3-unabhéngigen Entstehung von IL-1f ist dagegen deutlich
weniger gut untersucht. Die Ergebnisse dieser Arbeit belegen die Existenz eines bisher unbekannten
K'-Efflux-, NLRP3- und Caspase-1-unabhingigen Mechanismus fiir die Generierung von IL-1p in
humanen Makrophagen, der durch P2X7-Rezeptoren oder durch das Nukleotid Ap4 iiber einen noch
unbekannten Rezeptor vermittelt werden kann.

In TLR2/1-geprimten Makrophagen fiihrte eine P2X7-Rezeptorstimulation durch zwei voneinander
unabhingige Signalkaskaden zur Freisetzung von IL-1B. Beide Signalwege verlaufen dabei
NLRP3-unabhingig. Ein Weg ist abhingig von K'-Efflux, Caspase-1 und Serinproteasen. Im anderen
Signalweg wird die Spaltung von Pro-IL-1p weder durch Caspase-1, noch durch andere Caspasen, Serin-,
Cystein- oder Aspartatproteasen verursacht, was auf einen unerkannten Mechanismus der Spaltung von
Pro-IL-1p in seine aktive Form hinweist (Abbildung 4.1).

Ebenso positionieren die Ergebnisse Ap4 als Induktor von IL-1f bedingten Entziindungen. Dabei erfolgte
die Ap4-induzierte IL-1pB-Freisetzung ebenfalls NLRP3-unabhéngig. Im Gegensatz zur P2X7-Rezeptor-
induzierten IL-1B-Freisetzung verlief die IL-1pB-Freisetzung durch Ap4 allerdings auch unabhéngig vom
K™-Efflux, Caspase-1 und Serinproteasen. Eine Beteiligung von anderen Caspasen, Cystein- und
Aspartatproteasen konnte ebenfalls ausgeschlossen werden. Es bleibt zu erwdhnen, dass die IL-1p-
Freisetzung durch Ap4 nur durch Zugabe millimolarer Mengen an Ap4 erzielt werden konnten. Diese
hohen Ap4-Konzentrationen miissen in vivo noch bestimmt werden. Obwohl im Nebennierenmark von
Rindern eine Ap4-Konzentration von 0,8 mM identifiziert werden konnte (93) und die Ap4-

Konzentrationen in humanem Plasma doppelt so hoch waren wie die von ATP (97), wurde die
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Anreicherung von Ap4 in humanem Gewebe noch nicht umfassend untersucht. Dennoch besteht die
Moglichkeit einer Beteiligung an entziindlichen Erkrankungen, was die Notwendigkeit einer
Untersuchung der Ap4-Konzentration in verschiedenen Geweben und entziindungsbedingten
Krankheiten unterstreicht. Nichtsdestotrotz heben die Forschungsergebnisse mit Ap4 die Existenz des
K'-Efflux-, NLRP3- und Caspase-1-unabhidngigen Mechanismus fiir die IL-1p-Freisetzung in
Makrophagen hervor.

Wihrend sich Studien auf die Hemmung des NLRP3-Inflammasoms durch den Einsatz selektiver
niedermolekularer Inhibitoren wie MCC950 konzentrieren (256), zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit,
dass die Hemmung des NLRP3-Inflammasoms moglicherweise nicht immer zu einer Reduktion der
IL-1B Konzentration in vivo fithrt. Daher sind diese Forschungsergebnisse von entscheidender Bedeutung
fiir das Verstdndnis von IL-1B bedingten Entziindungskrankheiten, was die Entwicklung neuer
therapeutischer Strategien zur Modulation von Entziindungsreaktionen erleichtern wird. Weitere Studien
in primiren Makrophagen sind notwendig, um den zugrundeliegenden Mechanismus der alternativen

Spaltung von Pro-IL-1p in die aktive Form zu identifizieren.

Signal 2: NLRP3-unabhéngige Aktivierung Signal 1: Priming Signal 2: Aktivierung
| 1 [ |
Ap4 BzATP PamiCSK4 Nigericin
l l K+ P K*
f ] i\ \
2 K P2X7R TLR2/1 & Makrophage
P2YR? =
P2X7R? . el 7 K*Efflux K*-Efflux
v v * v
N A N / - / NLRP3
~Q ~§~ i (NFKB[——>1L18
\MNSONSLAMNSO SN T~
7| | /| NLRP3-
. Inflammasom
v v ! :
v v
. (] .
Serinproteasen °o® Serinproteasen

Pro-IL-1
Caspase-1 ‘ ro B ’ Caspase-1

andere Caspasen

spartatproteas spartatproteas

4 A

IL-1B8 IL-1B8

Abbildung 4.1: Méglicher Mechanismus fiir die NLRP3-unabhiingige IL-1B-Freisetzung durch humane
Makrophagen nach P2X7-Rezeptor-Aktivierung. Die Aktivierung von TLR2/1 durch PamsCSKu4 fiihrt zur
NF-«xB-vermittelten Produktion von Pro-IL-1f und Komponenten des NLRP3-Inflammasoms. Der durch
Nigericin-vermittelte K*-Efflux fiihrt zur NLRP3-Inflammasom-Oligomerisierung, die eine Serinprotease-

und Caspase-abhingige IL-1B-Freisetzung bewirkt. Im Gegensatz dazu 16st die Stimulation des
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P2X7-Rezeptors durch BzATP zwei unterschiedliche Mechanismen der IL-1B-Freisetzung aus, die beide
NLRP3-unabhingig sind. Ein Mechanismus beruht auf dem K*'-Efflux und erfordert die Aktivierung von
Caspase-1 und Serinproteasen. Der andere Mechanismus ist unabhéngig von K*-Efflux, Caspasen und Serin-,
Cystein- und Aspartatproteasen. Die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung ist unabhingig vom K*-Efflux,
NLRP3-Inflammasom, Caspasen, Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen, was auf die Beteiligung anderer
Mechanismen zur proteolytischen Verarbeitung von IL-1§ hindeutet. Die Abbildung ist ein modifizierter

Nachdruck nach (247).

4.3 Einfluss von HDACG6 auf NLRP3-vermittelte Entziindungsreaktionen

4.31 PROTAC LS-91 fihrt zum Abbau von HDAC6 in Makrophagen

Da PROTAC S in der Lage sind, Proteine gezielt abzubauen, besteht grof3es Interesse an der Entwicklung
neuer PROTACs zur Behandlung von Krankheiten, bei denen eine liberméBige Aktivitit oder ein
erhohter Spiegel eines Proteins vorliegt. HDACS, ein Protein, das mit Krankheiten wie Krebs, Chorea
Huntington, Parkinson und Alzheimer in Verbindung gebracht wird (138), hat das Interesse an der
Entwicklung von mafigeschneiderten HDAC6-PROTACSs weiter gesteigert.

In letzter Zeit wurde auch die Bedeutung von HDAC6 bei NLRP3-Inflammasom-vermittelten
Entzlindungsreaktionen diskutiert (42,175,177). Die Ubiquitin Bindungsfihigkeit durch die Zn-UBP-
Domine von HDACG ist entscheidend fiir die Beteiligung an der NLRP3-Inflammasom Signalkaskade
in Méusen (42). Magupalli et al. zeigte, dass ubiquitinierte NLRP3 Komponenten mithilfe der
HDAC6/Dynein Maschinerie in TGN-Vesikeln entlang des Mikrotubuli-Apparats zum MTOC
transportiert werden. Dort erfolgt die Zusammenlagerung mit der im MTOC lokalisierten NEK7, die die
Aktivierung und den Aufbau des NLRP3-Inflammasoms vermittelt (42). Durch einen CRISPR/Cas9-
vermittelten HDAC6-Knockout verringerte sich die Nigericin-induzierte NLRP3-Aktivitit in
Mauszellen. Es kam zu einer verminderten Caspase-1 Prozessierung und sowohl die IL-1pB-Freisetzung
als auch die Pyroptose waren reduziert. Diese Untersuchungen stehen teilweise im Gegensatz zu den
Arbeiten von Hwang et al., die gezeigt haben, dass ein HDAC6 knock-down in Mauszellen zu einer
verstirkten Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms fiihrt, was durch eine verstirkte Caspase-1
Verarbeitung und einer erhdhten ATP-induzierten IL-1B-Freisetzung belegt wurde (183). Obwohl ein
gegenteiliger Effekt von HDAC6 auf die NLRP3-vermittelte Entziindung beobachtet wurde, zeigen beide
Arbeiten, dass sowohl Ubiquitinierung von NLRP3 als auch das Vorhandensein der ZnF-UBP-Doméne
von HDACG fiir den Effekt auf die NLRP3-vermittelte Entziindung erforderlich ist. Die ZnF-UBP lésst
sich jedoch nicht durch niedermolekulare HDAC6-Inhibitoren hemmen (154,184). Deshalb sind andere
Strategien wie DNA-basierte und PROTAC-Technologien erforderlich, um die Bedeutung des ZnF-UBP
zu untersuchen. Der Einsatz von HDAC6-PROTACs konnte deshalb eine neue Strategie zur Behandlung
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von Krankheiten mit abnormaler HDAC6-Aktivitit oder erhohten HDAC6-Proteingehalten sein und bei
NLRP3-Inflammasom-assoziierten Krankheiten Verwendung finden (178). In dieser Arbeit wurde
deshalb untersucht, ob das PROTAC LS-91 HDAC6 abbaut und ob der HDAC6-Abbau Auswirkungen
auf NLRP3-vermittelte Entziindungen in humanen Zellen hat.

Es ist bereits bekannt, dass nur geringe Konzentrationen von PROTACs notwendig sind, um Proteine
abzubauen, da PROTAC: lediglich als Vermittler zwischen dem Protein und der E3-Ligase dienen und
anschlieend recycelt werden (190,371,372). Dies konnte in dieser Arbeit bestétigt werden, da gezeigt
wurde, dass LS-91 bereits in geringen Konzentrationen von 0,1 pM zu einem signifikanten HDACG6-
Abbau in THP-1 Makrophagen fiihrte. In einer Konzentration von 10 uM erzielte LS-91 eine maximale
Degradierung von HDAC6 in THP-1 Makrophagen. Bei der Verwendung von hdheren LS91-
Konzentrationen wurde der gezielte Proteinabbau jedoch abgeschwiécht. Diese Ergebnisse sind in
Ubereinstimmung mit einem HDAC6-PROTAC aus einem Indirubin-abgeleiteten HDAC-Inhibitor und
dem E3-Ligase-Liganden Pomalidomid (178). Bis zur Uberschreitung einer bestimmten PROTAC
Konzentration fiihrte das HDAC6-PROTAC zu einer konzentrationsabhéngigen Reduktion der HDAC6-
Proteinmengen, stiegen die Konzentration des PROTACs weiter an, wurde ein geringerer HDACO6-
Abbau beobachtet (178). Die Konkurrenzsituation zwischen den verschiedenen Protein-Komplexen ist
ein wichtiger Faktor bei der Anwendung von PROTACs und kann Auswirkungen auf den Abbau des
Zielproteins haben. Aufgrund der Konkurrenzsituation konnen sich vermehrt binédre Zielprotein-
PROTAC-Komplexe oder E3-Ligase-PROTAC-Komplexe anstelle des gewiinschten terndren
Zielprotein-PROTAC-E3-Ligase-Komplexes bilden, was als "Hook-Effekt" bezeichnet wird
(284,285,373). Wird der terndre Komplex nicht gebildet, kann die E3-Ligase das Zielprotein, in diesem
Fall HDAC®, nicht ubiquitinieren, wodurch der Abbau nicht stattfindet.

Da LS-91 die HDACG6-Proteingehalte signifikant senkte, wire ein Einsatz bei Erkrankungen denkbar,
die mit erhéhtem HDAC6-Proteinspiegel in Verbindung gebracht werden. Es gibt bereits HDAC6-
PROTAC: die Erfolge bei der Behandlung von Krebs zeigten (374). Um zu untersuchen, ob LS-91 zur
Behandlung von NLRP3-Inflammasom-assoziierten Krankheiten eingesetzt werden konnte, wurde
zundchst den Einfluss von LS-91 auf NLRP3-vermittelte IL-1p-Freisetzung in THP-1 Makrophagen
getestet.

4.3.2 Die PROTAC-vermittelte Reduzierung der IL-1B-Ausschiittung ist unabhangig
von den HDACG6-Proteingehalten

Durch den Einsatz des PROTACs LS-91 konnte eine Reduktion der ATP- und Nigericin-induzierten
IL-1B-Freisetzung in THP-1 Makrophagen festgestellt werden, was mit Studien einhergeht, die den
Effekt des PROTACS zusitzlich auch im Mausmodell bestétigten (178).
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Um die spezifische Auswirkung des HDAC6-Abbaus durch das PROTAC LS-91 zu bestitigen, wurde
die Kontrollsubstanz SLW118 eingesetzt. SLW118 wurde am Glutarimidring des Thalidomidbausteins
methyliert, wodurch der HDAC6-Abbau erfolgreich verhindert werden konnte (Abbildung 3.38). Auch
eine Ethylierung am Stickstoff des Glutarimidrings von Pomalidomid verhinderte die Bindung an der
E3-Ligase und damit einen HDAC6-Abbau (178). Dies unterstreicht die Bedeutung des Glutarimidrings
fiir die Bindung an die E3-Ligase fiir die Funktion von PROTACs (204-206).

Da die Kontrolle SLW118 die ATP und Nigericin-induzierte IL-1p3-Freisetzung auf dhnliche Weise wie
LS-91 senkte, war die HDACG6-Degradierung nicht ausschlaggebend fiir die reduzierte NLRP3-
vermittelte IL-1B-Freisetzung. Dies verdeutlicht die Notwendigkeit von Kontrollsubstanzen, damit die
spezifischen Wirkungen der PROTACs bestitigen werden konnen (375). Trotzdem werden die
biologischen Effekte von Kontrollsubstanzen bisher nicht immer untersucht. So wurde in einer fritheren
Arbeit die Auswirkung des Kontroll-PROTACs auf die NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung nicht
untersucht (178) Daher kann nicht ausgemacht werden, ob die reduzierte IL-1B-Freisetzung tatséchlich
durch einen HDAC6-Abbau erfolgte, oder andere Mechanismen dafiir verantwortlich sind. In der Tat
senkte die PROTAC-Komponente 8a, ein HDACG6-Inhibitor, ebenfalls die NLRP3-vermittelte 1L-1p-
Freisetzung (178).

Demnach ist nicht auszuschlieBen, dass die Einzelkomponenten der bifunktionellen Molekiile
Wirkungen erzielen, ohne das Zielprotein zu degradieren. Dies konnte erkléren, warum die
Negativkontrolle SLW118 den gleichen Effekt auf die NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung wie LS-91

erzielte.

433 Einfluss von HDAC-Inhibitoren auf die Freisetzung von IL-1

SLW118 und LS-91 bestehen aus dem pan-HDAC-Inhibitor SAHA, der fiir die Bindung an HDAC6
verantwortlich ist. Wahrend SAHA neben HDAC6 auch HDACI, 2 und 3 inhibiert (151,173), erreichen
PROTAC: trotz unselektivem HDAC-Geriist einen selektiven Abbau von HDAC6 (199,203). So wurde
bereits gezeigt, dass L.S-91 in HL-60 Zellen in Konzentrationen von 10 pM nur HDAC6 abbaut, wihrend
die Proteingehalte von HDAC1 und HDAC4 unverdndert blieben (203). Um die Auswirkung der
gezielten HDAC6-Hemmung auf die IL-1B-Freisetzung zu untersuchen, wurde nicht nur den pan-
HDAC-Inhibitor SAHA verwendet, sondern auch der selektive HDACG6-Inhibitor Tubastatin A
(174,175). Niedermolekulare HDAC6-Inhibitoren hemmen dessen katalytische Aktivitét (154,184). Die
Deacetylierung von o-Tubulin dient als Marker, um die katalytische Aktivitit von HDAC6 zu
untersuchen. HDAC6-Inhibitoren fiihren, ebenso wie ein HDAC6-Mangel, zu einer gesteigerten
Acetylierung von o-Tubulin (42,175,178,183). Deshalb wurde als nichstes untersucht, ob eine
Hemmung der katalytischen Doméne von HDAC6 durch den Baustein SAHA oder Tubastatin A fiir die
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gesenkte NLRP3-vermittelte IL-1p-Freisetzung ausreichend ist. Die Ergebnisse zeigen, dass durch den
HDACG6-Inhibitor Tubastatin A und den pan-HDAC-Inhibitor SAHA die ATP-induzierte Freisetzung
von IL-1f in THP-1 Zellen reduziert oder sogar verhindert werden konnte.

Generell wird die Rolle der katalytischen Doméne von HDAC6 auf die NLRP3-vermittelte IL-1(3-
Freisetzung in der Literatur kontrovers diskutiert und wurde bisher selten in humanen Zellen getestet
(178). Es gibt Untersuchungen in Mauszellen, die zeigen, dass Tubastatin A keinen Einfluss auf die ATP-
induzierte IL-1B-Freisetzung hat (183), wihrend andere Daten belegen, dass HDACG6-Inhibitoren
NLRP3-vermittelte Entziindungen abschwichen (175,376,377). In zwei Studien wurde gezeigt, dass
HDACG6-Inhibitoren in Mauszellen die Interaktion von HDAC6 mit Dynein verhindert (42,175). Durch
das Ausbleiben der Bindung von HDAC6 an Dynein, ist der Transport von NLRP3 entlang der
Mikrotubuli zum MOTC gestort, was mit einer reduzierten IL-1B-Freisetzung einhergeht. Beide Gruppen
zeigen, dass der Einsatz von HDACG6-Inhibitoren in vivo in der Maus ebenfalls die LPS-vermittelte

Entziindungsreaktionen abschwicht.

434 Einfluss von HDACG6 auf das Priming

Das Priming mit einem TLR-Liganden ist Voraussetzung, dass eine Stimulation mit ATP oder Nigericin
eine IL-1pB-Freisetzung auslost (Abbildung 3.3) (14,27). Dabei zeigte sich, dass die Inkubation mit LS-91
keinen Effekt auf die /L /B mRNA-Expression durch den TLR2/1-Liganden Pam3;CSK4 hatte. Dies deckt
sich mit Studien in Mauszellen, die zeigten, dass ein HDAC6-Mangel keinen Einfluss auf die TLR-
vermittelte NLRP3 und [LIB Genexpression oder Pro-IL-1B-Proteinlevel hat (42,183). Die
Auswirkungen eines durch die PROTAC-Strategie ausgelosten HDAC6-Abbaus auf den TLR-Signalweg
hat bislang jedoch nur eine Studie untersucht (178). Das HDAC6-PROTAC hatte in vivo in der Maus
keinen signifikanten Effekt auf die TLR-induzierten TNF-Serumspiegel. Meine Ergebnisse zeigen, dass
dies in humanen Zellen jedoch nicht der Fall war. LS-91 senkte die Pam3;CSK4-induzierten TNF-Level
in THP-1 Makrophagen. Dies zeigt, dass LS-91 in humanen Zellen mit dem TLR-Signalweg zu
interagieren scheint, auch wenn die /L/B Genexpressionslevel davon unberiihrt blieben.

Betrachtet man die Auswirkung von LS-91 und SLW118 auf die NLRP3-vermittelte IL-1pB-Freisetzung
und auf die Pam3;CSK4-vermittelte TNF-Freisetzung, fallt auf, dass beide Substanzen die IL-1p und TNF-
Zytokinspiegel auf ein dhnliches Level senkten. Dies lésst darauf schlieBen, dass eine Beeinflussung des
Primings durch LS-91 und SLW118 fiir die reduzierten IL-1B-Zytokinspiegel verantwortlich ist, die
ebenfalls unabhéngig vom HDAC6-Abbau sind.

Es gibt Hinweise darauf, dass HDAC6-Inhibitoren die TLR-Signaliibertragung beeinflussen konnen,
indem sie die Acetylierung verschiedener an diesem Signalweg beteiligter Proteine modulieren. Durch

HDACG-Inhibitoren steigt die Acetylierung von p65, einer Untereinheit des NF-xB

167



Diskussion

Transkriptionskomplexes (378). Der Transkriptionsfakor NF-xB spielt fiir die Aktivierung des
NLRP3-Inflammasoms eine entscheidende Rolle. Er wird durch die TLR-vermittelte Signalgebung
aktiviert und fordert somit die Expression von beispielsweise Pro-IL-1B oder NLRP3 (379,380). Durch
die gesteigerte Acetylierung von p65 durch HDAC6-Inhibitoren wird die NF-xB Translokation aus dem
Zellkern ins Zytosol reguliert (381), wodurch sich die NF-kB-vermittelte NLRP3-Expression verringert
(378,382). HDACSG6-Inhibitoren hemmen auBlerdem die TLR-induzierte Produktion der
proinflammatorischen Zytokine TNF und IL-6 in Mé&usen, was mit einer gesteigerten Mikrotubuli-
Acetylierung in Zusammenhang steht (383-385). Diese Studien zeigen, dass eine HDAC6-Inhibierung
das TLR-vermittelte Priming abschwécht, was auch in einer reduzierten IL-1B-Zytokinfreisetzung
resultiert. Dies konnte erkldren, dass die gesenkte TNF-Freisetzung durch LS-91 und SLW118
tatsdachlich auf die Interaktion des HDAC-Inhibitors SAHA, der Bestandteil beider Substanzen ist, mit
dem TLR-Signalweg zurlickzufiihren ist. Meine Ergebnisse stirken diese Theorie, da die NLRP3-
induzierte IL-1B-Freisetzung gesenkt wurde, wenn HDAC-Inhibitoren 24 Stunden vor dem TLR-
vermittelten Priming hinzugefiigt wurden, sie allerdings unverédndert blieb, wenn der HDAC6-Inhibitor
Tubastatin A nach dem Priming hinzugefiigt wurde und somit die TLR-Signalgebung nicht weiter
beeinflussen konnte. Bei der Zugabe der Inhibitoren vor dem Priming konnte auflerdem beobachtet
werden, dass der pan-HDAC-Inhibitor SAHA die IL-1B-Freisetzung stdrker unterdriickte als der
spezifische HDACG6-Inhibitor Tubastatin A. Dies ldsst vermuten, dass nicht nur HDACG6, sondern auch
HDACI, 2 und 3, an der Beeinflussung der TLR-Signalgebung beteiligt sind, was auch schon durch
andere Studien gezeigt werden konnte (381).

Neben SAHA, sind Thalidomid und das methylierte Thalidomid Derivat SLW120 Bestandteile von
LS-91 bzw. SLW118. Immunmodulatorische IMiDs wie Thalidomid kénnen ebenso TLR-Antworten
negativ regulieren (286) und damit einen Einfluss auf die NLRP3-Aktivierung haben. Thalidomid
reduzierte sowohl die TLR4- als auch TLR2-induzierte TNF-Freisetzung, indem es die Proteinexpression
von MyD88 (Myeloid differentiation primary response 88) senkte (286). MyDS88 ist ein Adapterprotein
der TLRs, das nach Aktivierung zur Bildung eines Signalkomplexes fiihrt, und {iber eine intrazellulére
Signalkaskade zur NF-xB und AP-1-vermittelten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen wie
TNF, Pro-IL-18 und NLRP3 fiihrt (380,386). Die gesenkte NLRP3-vermittelte IL-1B-Freisetzung durch
LS-91 und SLWI118 konnte demnach auch auf die Beeinflussung von Thalidomid mit dem TLR-
Signalweg zuriickzufiihren sein. Wurde Thalidomid oder SLW120 vor dem Priming zugefiigt, konnten
die ATP-induzierte IL-1B-Freisetzung nédmlich ebenso gesenkt werden. Die entziindungshemmenden
Eigenschaften von Thalidomid werden bei Méusen zumindest teilweise durch Cereblon-unabhingige
Prozesse vermittelt (387), die Wirkungen von methyliertem Thalidomid sind vollig unabhédngig von

Cereblon.
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43.5 Rolle von HDAC an NLRP3-bedingten Entziindungen: Fazit

Zusammenfassend ist festzuhalten, dass ein HDAC6-Abbau in THP-1 Makrophagen nicht notwendig fiir
die verminderte NLRP3-vermittelte Entziindung war. Auch der niedermolekulare HDAC6-Inhibitor
Tubastatin A scheint keinen Effekt auf die IL-1B3-Spiegel zu haben, wenn er nach dem TLR-vermittelten
Priming zugegeben wurde. Alle Effekte der HDAC6-Inhibierung auf die NLRP3-vermittelte
Entziindungsreaktion lassen sich auf die Interaktion mit dem TLR-Signalweg zuriickfiihren. Da bisherige
Studien von HDAC6-Inhibitoren und Thalidomid in Mauszellen durchgefiihrt wurden, wire es sinnvoll,
die Effekte von niedermolekularen HDAC6-Inhibitoren sowie Thalidomid auf die /L/B Genexression
oder Pro-IL-1pB-, Caspase-1-, NLRP3- und TNF-Proteinlevel in humanen Zellen genauer zu untersuchen.
Die Ergebnisse lassen allerdings vermuten, dass die katalytische Domidne von HDAC6 entscheidend fiir
die Beeinflussung des TLR-Signalwegs ist (Abbildung 4.2). In dieser Arbeit wurde das Priming tiber den
TLR2/1-Signalweg induziert. Da das Priming auch durch andere TLRs wie TLR4 erfolgen kann und die
Vorstimulation durch verschiedene TLRs einen Einfluss auf die NLRP3-vermittelte Entziindungsrektion
haben kann (Kapitel 4.3.4), ist es sinnvoll, die Effekte der HDAC6-Inhibitoren auf andere TLRs genauer
zu untersuchen.

In humanen Zellen wird demnach der Transport von NLRP3, anders als in der Maus, nicht durch die
HDAC6/Dynein Maschinerie entlang des MTOC gesteuert. Die Beteiligung von HDAC6 an der NLRP3-
vermittelten Entziindung wird in vorangegangenen Arbeiten fast ausschlieSlich in Mauszellen oder im
Mausmodell untersucht. Es sollten weitere Studien in humanen Primérzellen folgen, um das
therapeutische Potential von HDACG6-Inhibitoren als wirksame entziindungshemmende Substanzen

besser bewerten zu kénnen.

Signal 1: Priming Signal 2: Aktivierung
r 1T 1
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Abbildung 4.2: HDAC6 beeinflusst das Priming in Makrophagen. Das PROTAC LS-91 und der
niedermolekulare HDACG6 Inhibitor Tubastatin A interagieren mit dem TLR-Signalweg in humanen
Makrophagen, was in einer verminderten IL-1B-Freisetzung resultiert. Die Oligomerisierung des
NLRP3-Inflammasoms ist in humanen Makrophagen anders als in Mausmakrophagen unabhingig von

HDACS6. Die Abbildung ist ein modifizierter Nachdruck nach (207) mit Erlaubnis von Elsevier.
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5.1 Zusammenfassung

Entziindungen spielen eine zentrale Rolle bei der Entstehung zahlreicher Krankheiten, die sowohl
erregerbedingte  Infektionskrankheiten als auch nicht-infektiose Erkrankungen wie Krebs,
Herzerkrankungen und Diabetes umfassen. Ein primérer Botenstoff, der fiir die Vermittlung von
Entziindungen verantwortlich ist, ist das proinflammatorische Zytokin Interleukin (IL)-1p.

Das derzeitige Verstdndnis der IL-1B-Freisetzung beinhaltet ein zweistufiges Modell. Ein erstes Signal
(Priming) induziert die Transkription und Translation des Vorldufers Pro-IL-1 und kann unter anderem
durch Aktivierung von Toll-like-Rezeptoren (TLRs) erfolgen. Ein nachfolgendes zweites Signal
vermittelt die proteolytische Spaltung von Pro-IL-1p in aktives IL-1p. Es wird angenommen, dass unter
anderem die Stimulation des P2X7-Rezeptors als zweites Signal dient und die IL-1p-Freisetzung durch
Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Makrophagen auslost. Der nichtselektive Ionenkanal wird
durch den endogenen Liganden Adenosintetraphosphat (ATP) und sein synthetisches Derivat 2,3-O-(4-
benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP) aktiviert. Bisher wird die IL-1B-Freisetzung allerding héufig in
Makrophagen, die aus dem Knochenmark von Méusen stammen, untersucht. Humane Makrophagen
werden selten diskutiert. Das Verstindnis des Mechanismus der IL-1B Prozessierung in humanen
Makrophagen eroffnet neue Moglichkeiten fiir die Behandlung von Entziindungskrankheiten. In der
vorliegenden Arbeit dienten deshalb humane Makrophagen als in vitro Modell zur Untersuchung des
zugrundeliegenden Mechanismus der P2X7-vermittelten IL-1B-Freisetzung. Dafiir wurden THP-1
Makrophagen und U937 Makrophagen verwendet. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die optimalen
Kulturbedingungen fiir die Differenzierung von aus U937 Monozyten-stammende Makrophagen
etabliert, die zur Ausbildung zellspezifischer Oberflaichenmarker fiihrte und in einer entziindlichen
Antwort auf Lipopolysaccharid (LPS) resultierte.

In dieser Arbeit wird iiber einen bisher unerkannten Mechanismus der P2X7-Rezeptor-vermittelten
IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen berichtet. Obwohl die Aktivierung des P2X7-Rezeptors
durch ATP und BzATP die Freisetzung von IL-1B in geprimten Makrophagen erhohte, verlief die
Freisetzung unabhingig vom NLRP3-Inflammasom. Der NLRP3-Inhibitor MCC950 (CRID3) konnte
die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung in TLR2/1-geprimten Makrophagen nicht reduzieren. In
geprimten NLRP3-Knockout-Makrophagen fiihrte die Aktivierung des P2X7-Rezeptors zu einer
signifikanten IL-1B-Freisetzung. Die Erhohung der extrazelluliren K'-Konzentration sowie die
Hemmung von Caspase-1 oder Serinproteasen, die in der Signalgebung mit der NLRP3-Aktivierung in
Verbindung stehen, reduzierten die IL-1p-Freisetzung lediglich auf 50 %. Durch weitere Untersuchungen
wurde die Existenz von zwei Signalwegen hervorgehoben, die nach P2X7-Rezeptor-Stimulation zur
IL-1B-Freisetzung fithren, wobei beide Signalwege in TLR2/1-geprimten Makrophagen nicht auf die

Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms angewiesen sind. Ein Signalweg ist abhingig von K'-Efflux,
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Caspase-1 und Serinproteasen, wihrend der andere Weg unabhingig von K'-Efflux, Caspasen sowie
Serin-, Cystein- und Aspartatproteasen agiert. Dies legt nahe, dass bisher unbekannte Mechanismen bei
der proteolytischen Verarbeitung von IL-1f beteiligt sein konnten.

In der vorliegenden Arbeit wurde das Priming hauptsichlich tiber den TLR2/1-Signalweg induziert. Es
konnte bestétigt werden, dass das Priming auch durch andere TLRs wie TLR2/6 oder TLR4 erfolgen
kann und die Aktivierung verschiedener TLRs unterscheidet, ob die Stimulation des P2X7-Rezeptors
eine NLRP3-abhéngige oder -unabhéngige IL-1B-Freisetzung auslost. Zukiinftige Studien sollten die
Beteiligung der TLR-Signalwege auf die NLRP3-Inflammasom-Aktivierung weiter erforschen.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die immunmodulatorischen Eigenschaften des endogenen
Nukleotids Adenosintetraphosphat (Ap4) untersucht, welches ein Derivat von ATP darstellt. GemaB der
Zielsetzung konnte nachgewiesen werden, dass Ap4 in humanen Makrophagen die Freisetzung von
bioaktivem IL-1fB induzierte. In weiteren Experimenten wurde die Beteiligung verschiedener P2X-
Rezeptoren, insbesondere des P2X7-Rezeptors untersucht. Der reversible P2X7-Rezeptorantagonist
A804598 beeinflusste die Ap4-induzierte IL-1p-Freisetzung nicht. Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass Ap4 trotz struktureller Ahnlichkeiten zu ATP die IL-1B-Freisetzung unabhiingig von einer
Aktivierung des P2X7-Rezeptors vermittelt. Weitere Untersuchungen bekriftigten dieses Ergebnis und
zeigten, dass eine Beteiligung des P2X7-Rezeptors an der Ap4-vermittelten Reaktion unwahrscheinlich
ist. Wéhrend eine Stimulation von THP-1 Makrophagen mit BZATP zur Ausbildung einer 900 kDa
Membranpore flihrte, die durch eine P2X7-Rezeptoraktivierung vermittelt wurde, blieb dieser Effekt
durch Stimulation mit Ap4 aus. AuBBerdem induzierte Ap4 im Gegensatz zu BZATP in P2X7-Rezeptor-
transfizierten HEK293 Zellen keinen Calciumeinstrom. Allerding reduzierte eine Vorstimulation mit
Ap4 die BzATP-induzierte IL-1B-Freisetzung. Daher ist die Beteiligung des P2X7-Rezeptors nicht
komplett auszuschlieBen. Um nihere Erkenntnisse iiber die potenzielle Interaktion von Ap4 mit dem
P2X7-Rezeptor zu gewinnen sind weitere Forschungsarbeiten notwendig.

Weitere Untersuchungen machen deutlich, dass Ap4 die Freisetzung von IL-1f unabhingig vom
K'-Ausstrom und dem NLRP3-Inflammasom vermittelt und machen die Existenz eines unbekannten
NLRP3-unabhéngigen Mechanismus fiir die IL-1B-Freisetzung in Makrophagen deutlich. Weder die
Erhéhung der extrazelluliren K'-Konzentration noch die Inhibition des NLRP3-Inflammasoms
beeintrichtigten die Freisetzung von IL-1f in Reaktion auf Ap4-Stimulation. Eine Stimulation geprimter
NLRP3-Knockout-THP-1 Makrophagen fiihrte zu einer signifikanten IL-1p-Freisetzung. In
Anwesenheit von Caspase, Serin-, Cystein- und Aspartatprotease-Inhibitoren blieb die Ap4-induzierte
IL-1B-Freisetzung unberiihrt. Dies unterstreicht die Bedeutung der Identifikation alternativer
Mechanismen der Pro-IL-1B Spaltung, um ein tieferes Verstdndnis der involvierten Mechanismen zu

erlangen.

173



Zusammenfassung / Summary

Da Ap4 in THP-1 Monozyten einen Calciumeinstrom vermittelte, der sich durch den Gg1: Inhibitor
YM-254890 blockieren lie3, deutet dies auf die Beteiligung von metabotropen P2Y-Rezeptoren an der
Ap4-vermittelten Reaktion hin. Deshalb sollte in weiteren Studien die Beteiligung von P2Y-Rezeptoren
auf die Ap4-induzierte IL-1B-Freisetzung untersucht werden. Auferdem wurden die genomweiten
Expressionsprofile von ATP und Ap4 in Makrophagen miteinander verglichen. Ap4 erhohte dabei im
Gegensatz zu ATP die Expression der Metallothioneine gegentiber der Kontrolle signifikant.

Im letzten Teil der Arbeit wurde die Beteiligung der Histondeacetylase 6 (HDAC6) an der IL-1B-
Freisetzung untersucht. Bereits publizierte Daten zeigen, dass HDAC6 in Mauszellen mit dem Aufbau
und der Aktivierung des NLRP3-Inflammasoms in Verbindung gebracht werden kann. Um die
Beteiligung von HDAC6 an der NLRP3-vermittelten IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen zu
untersuchen, wurde mit der PROTAC (proteolysis targeting chimeras)-Strategie ein HDAC6-Abbau
erzeugt und dessen Auswirkung auf die IL-1B-Freisetzung untersucht. Dafiir wurde das HDAC6-
PROTAC LS-91 verwendet, das aus dem pan-HDAC-Inhibitor SAHA und dem E3-Ligase-Liganden
Thalidomid besteht, sowie ein Kontroll-PROTAC (SLW118), das an HDACG6 bindet, aber nicht in der
Lage ist, den HDAC6-Abbau zu induzieren. LS-91, aber nicht SLW118, verringerte die HDAC6-
Proteinspiegel in THP-1 Makrophagen, ohne die Viabilitdt der Zellen zu beeintriachtigen. Die IL-1p-
Freisetzung verringerte sich allerdings sowohl durch LS-91 als auch durch SLWI118
konzentrationsabhéngig, was darauf hindeutet, dass ein HDAC6-Abbau nicht fiir die Hemmung der
NLRP3-vermittelten IL-1B-Freisetzung notwendig ist. Es konnte festgestellt werden, dass die Hemmung
der katalytischen Doméne mit dem HDAC-Inhibitor SAHA oder dem spezifischen HDAC6-Inhibitor
Tubastatin A ausreicht, um die IL-1B-Freisetzung zu reduzieren. Daher konnte gezeigt werden, dass die
enzymatische Aktivitdt von HDAC6 fiir die Funktion des NLRP3-Inflammasoms entscheidend ist. Da
Tubastatin A keinen Einfluss auf die IL-1B-Freisetzung hatte, wenn es nach dem TLR-vermittelten
Priming hinzugefligt wurde, konnten die beobachteten Auswirkungen der HDAC6-Hemmung auf
NLRP3-vermittelte Entziindungsreaktionen mechanistisch gesehen auf die Interaktion mit der TLR (zo//
like receptor)-Signalgebung zuriickzufiihren sein. Um dieses Ergebnis weiter zu bekriftigen, sollten in
Zukunft die Effekte von niedermolekularen HDAC6-Inhibitoren als auch Thalidomid auf die /LIB
Genexression oder Pro-IL-1B-, Caspase-1-, NLRP3- und TNF-Proteingehalte in humanen Makrophagen
genauer untersucht werden. Insgesamt deuten die Ergebnisse darauf hin, dass HDAC6-Inhibitoren eine
starke entziindungshemmende Wirkung haben und die Freisetzung von IL-1f durch humane
Makrophagen unabhéngig von der NLRP3-Oligomerisierung und Aktivierung unterdriickt wird.

Die Untersuchungen dieser Arbeit zur IL-1B-Freisetzung in humanen Makrophagen verdeutlichen die
artspezifischen Diskrepanzen in der Funktionalitit von Makrophagen zwischen Maus und Mensch. Da
die artspezifischen Voraussetzungen fiir die NLRP3-unabhingige, sowie die HDAC6-vermittelte

NLRP3-Aktivierung bei Méusen offenbar nicht erfiillt sind, sollten Studien in humanen Primérzellen
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oder humanisierten Méiusen in Betracht gezogen werden, um die Rolle der IL-1f Signalgebung weiter zu
untersuchen und diese Ergebnisse zu bekréftigen. Die Ergebnisse dieser Arbeit liefern neue Einblicke in
die Signalgebung von humanen Makrophagen und sind von Bedeutung fiir das Verstindnis der durch
den P2X7-Rezeptor-vermittelten IL-1B-Freisetzung. Im Bestreben, die Freisetzung von IL-1B sowie
damit verbundene Entziindungsreaktionen zu ddmpfen, konzentrieren sich Forschungsansitze auf die
Hemmung des NLRP3-Inflammasoms. Die vorliegende Arbeit offenbart jedoch, dass die Unterdriickung
von NLRP3 oder Caspase-1 nicht zwangslédufig immer zu einer Reduktion der in vivo IL-1B-Freisetzung
fiihrt, was die Entwicklung neuer therapeutischer Strategien zur Modulation von Entziindungsreaktionen
erleichtern wird. Zur Behandlung von Erkrankungen, die durch IL-1P vermittelt werden, kann daher
weiterhin auf die therapeutische Neutralisierung von IL-1p zurilickgegriffen werden. Alternative Ansétze
wie die Hemmung von HDAC6 durch niedermolekulare HDAC6-Inhibitoren oder die Blockade des

P2X7-Rezeptors stellen des Weiteren potenziell vielversprechende Strategien dar.

175



Zusammenfassung / Summary

5.2 Summary

Inflammation plays a pivotal role in the development of numerous diseases, encompassing both
infectious and non-infectious conditions such as cancer, cardiovascular disorders, and diabetes. A
primary mediator of inflammatory responses is the proinflammatory cytokine interleukin (IL)-1.

The current understanding of IL-1P release involves a two-step model. The initial priming signal triggers
the transcription and translation of the Pro-IL-1B precursor, which can be induced, among other ways,
through Toll-like receptor (TLR) activation. Subsequent signalling mediates the proteolytic cleavage of
Pro-IL-1f into active IL-1p. P2X7 receptor stimulation is thought to serve as a second signal, triggering
IL-1P release through activation of the nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor family
pyrin domain-containing protein 3 (NLRP3) inflammasome in macrophages. This non-selective ion
channel is activated by the endogenous ligand adenosine tetraphosphate (ATP) and its synthetic
derivative 2,3-O-(4-benzoylbenzoyl)-ATP (BzATP). IL-1p release is commonly studied in bone marrow-
derived macrophages (BMDMs); however, human macrophages are rarely discussed. Understanding the
mechanism of IL-1fB processing in human macrophages opens new possibilities for the treatment of
inflammatory diseases. In the present work, human macrophages served as an in vitro model to study the
underlying mechanism of P2X7-mediated IL-1p release. THP-1 macrophages and U937 macrophages
were used for this purpose. The optimal culture conditions for the differentiation of U937 monocyte-
derived macrophages were established during this work, which led to the formation of cell-specific
surface markers and resulted in an immune response to lipopolysaccharide (LPS).

In this study, a previously unrecognized mechanism of P2X7-receptor-mediated IL-1f release in human
macrophages is reported. Although activation of the P2X7-receptor by ATP and BzATP increased the
release of IL-1f in primed macrophages, the release was independent of the NLRP3 inflammasome. The
NLRP3 inhibitor MCC950 (CRID3) failed to reduce BZATP-induced IL-1p release in TLR2/1-primed
macrophages. Notably, P2X7 receptor activation led to significant IL-1p release in primed NLRP3-
knockout-macrophages. Increasing extracellular K™ concentration or inhibiting caspase-1 or serine
proteases which are associated with NLRP3 activation, maintained IL-1f release by 50 %. The existence
of two signalling pathways was highlighted, both inducing IL-1p release post P2X7 receptor stimulation
in TLR2/1-primed macrophages, independent of NLRP3 inflammasome activation. One signalling
pathway is dependent on K'-efflux, caspase-1 and serine proteases, while the other pathway acts
independently of K'-efflux, caspases and serine, cysteine and aspartate proteases. This suggests that
previously unknown mechanisms are involved in the proteolytic processing of IL-1.

In the present work, priming was induced mainly via the TLR2/1 signalling pathway. However, it was
confirmed that priming can also occur through other TLRs such as TL.R2/6 or TLR4, and that activation
of different TLRs distinguishes whether P2X7 receptor stimulation triggers NLRP3-dependent or
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independent IL-1P release. Future studies should further explore the involvement of TLR signalling
pathways on NLRP3 inflammasome activation.

The second part of the study explored the immunomodulatory properties of the endogenous nucleotide
adenosine tetraphosphate (Ap4), which is a derivative of ATP. It was demonstrated that Ap4 induced the
release of bioactive IL-1f in human macrophages. In further experiments, the involvement of different
P2X receptors, in particular the P2X7 receptor, was investigated. The reversible P2X7 receptor antagonist
A804598 did not affect Ap4-induced IL-1P release. These results indicate that Ap4 mediates IL-1f
release independently of P2X7 receptor activation, despite structural similarities to ATP. Further studies
corroborated this finding and showed that P2X7 receptor involvement in the Ap4-mediated response is
unlikely. While stimulation of THP-1 macrophages with BZATP resulted in the formation of a 900 kDa
membrane pore mediated by P2X7 receptor activation, this effect was absent upon stimulation with Ap4.
Moreover, in contrast to BzZATP, Ap4 did not induce calcium influx in P2X7-receptor-transfected
HEK293 cells. However, prestimulation with Ap4 diminished BzATP-induced IL-1p release. Thus,
P2X7 receptor involvement is not entirely excluded, warranting further exploration of the potential Ap4-
P2X7 receptor interaction.

Further studies show that Ap4 mediated the release of IL-1B independently of K -efflux and the NLRP3
inflammasome, highlighting the existence of an unknown NLRP3-independent mechanism for IL-18
release in macrophages. Neither elevation of extracellular K™ concentration nor inhibition of the NLRP3
inflammasome affected the release of IL-1P in response to Ap4 stimulation. Stimulation of primed
NLRP3 knockout THP-1 macrophages resulted in significant IL-1p release. In the presence of caspase,
serine, cysteine and aspartate protease inhibitors, Ap4-induced IL-1P release was unaffected. It is
important to identify alternative mechanisms of Pro-IL-1p processing to gain deeper understanding of
the mechanisms involved.

Since Ap4-mediated calcium influx in THP-1 monocytes, which could be blocked by the Gy/1-inhibitor
YM-254890, the involvement of metabotropic P2Y receptors is suggested in the Ap4-mediated response.
Therefore, further studies should investigate the involvement of P2Y receptors on Ap4-induced IL-1P
release. In addition, the genome-wide expression profiles of ATP and Ap4 in macrophages were
compared. Since Ap4, in contrast to ATP, significantly increased the expression of metallothioneins
compared to control, further studies could test how the Ap4-mediated response is affected by inhibition
of metallothioneins.

In the final part of the thesis, the involvement of histone deacetylase 6 (HDACG6) in IL-1p release was
investigated. HDAC6 has been linked to the assembly and activation of the NLRP3 inflammasome in
mouse cells. To investigate the involvement of HDAC6 in NLRP3-mediated IL-1 release in human
macrophages, HDAC6 degradation was induced using the proteolysis targeting chimeras (PROTAC)
strategy and its effect on IL-1P release was investigated. Accordingly, the HDAC6 PROTAC LS-91,
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which consists of the pan-HDAC inhibitor SAHA and the E3 ligase ligand thalidomide, and a control
PROTAC (SLW118) that binds to HDAC6 but is unable to induce HDAC6 degradation, were used.
LS-91, but not SLW118, reduced HDAC®6 protein levels in THP-1 macrophages without affecting cell
viability. IL-1p release, however, decreased by both LS-91 and SLW118 in a concentration-dependent
manner, suggesting that HDAC6 degradation is not necessary for inhibition of NLRP3-mediated IL-1f3
release. It was found that inhibition of the catalytic domain by the HDAC inhibitor SAHA or the specific
HDACS inhibitor tubastatin A was sufficient to reduce IL-1p release. Therefore, the enzymatic activity
of HDAC6 was shown to be critical for the function of the NLRP3 inflammasome. Since tubastatin A
had no effect on IL-1p release when added after TLR-mediated priming, the observed effects of HDAC6
inhibition on NLRP3-mediated inflammatory responses may be mechanistically due to its interaction
with TLR signalling. To further corroborate this finding, the effects of small molecule HDACG6 inhibitors
as well as thalidomide on /LB gene expression or Pro-IL-1f, caspase-1, NLRP3 and TNF protein levels
in human macrophages should be further investigated in the future. Overall, the results suggest that
HDACS inhibitors have potent anti-inflammatory effects and suppress the release of IL-1p by human
macrophages independent of NLRP3 oligomerisation and activation.

The investigations of this work on IL-1p release in human macrophages clearly demonstrate the species-
specific differences. Since NLRP3 and HDAC6 are differentially involved in human and mouse cells,
studies in human primary cells or humanized mice should be considered to further investigate the role of
IL-1pB signalling. The results provide new insights into human macrophage signalling and are of
importance for understanding IL-1p release mediated by the P2X7 receptor. To attenuate IL-1 release
and associated inflammatory responses, research approaches have focused on inhibiting the NLRP3
inflammasome. However, the present work reveals that suppression of NLRP3 or caspase-1 may not
necessarily lead to a reduction in IL-1B release in vivo, which will facilitate the development of novel
therapeutic strategies to modulate inflammatory responses. Therapeutic neutralisation of IL-1p remains
a strategy for the treatment of diseases caused by IL-1P. Alternative approaches such as inhibition of
HDACG6 by small molecule HDAC6 inhibitors, or blockade of the P2X7 receptor also represent

potentially promising strategies.
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